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Cryptosporidium parvum é um protozoário intracelular, de distribuição 
ubiquitária, que causa enterite em humanos e animais. A diarreia é autolimitada em 
indivíduos imunocompetentes, podendo ser fatal em iunocomprometidos. 
Actualmente não existem terapêuticas específicas ou preventivas disponíveis, e o 
elevado custo dos actuais métodos de diagnóstico, sustentam a importância do 
desenvolvimento de novas abordagens. 
Vários estudos salientam a importância das células T CD4+ na resposta 
imunitária à infecção por C. parvum; outros direccionam a sua atenção para as células 
reguladoras (Treg); e outros tentam esclarecer qual o papel das citocinas específicas 
produzidas pelas células Th1 e Th2, na regulação da resposta imune, acompanhada pela 
produção de imunoglobulinas particulares. Na área do diagnóstico, vários e diferentes 
métodos têm sido utilizados, variando entre a rapidez e execução, especificidade e 
custo. Várias questões colocam-se, relacionadas com as características das células 
envolvidas na resposta à infecção e com a especificidade/sensibilidade de cada técnica. 
Com o objectivo de estudar a resposta imunitária de longo-termo à infecção por 
C. parvum, no modelo animal imunocompetente, murganhos Balb/c foram inoculados 
por via oral com oocistos de C. parvum, e efectivadas colheitas e análise de amostras 
fecais, intestino, sangue e baço, segundo um protocol  previamente definido. A 
caracterização das populações celulares do sangue e baço foi feita por citometria de 
fluxo e a identificação e quantificação de imunoglobu inas e citocinas no soro, por 
tecnologia xMAP® Luminex. A análise por citometria de fluxo não revelou diferenças 
estatisticamente significativas entre os murganhos infectados e os controlos, tendo sido 
apenas observado um aumento do número de neutrófilos e eosinófilos circulantes, e a 
sua posterior diminuição, no primeiro grupo de murganhos. Associada à elevada 
variabilidade observada após a reinfecção, tais variações são sugeridas como sendo o 
perfil exibido por estas populações de células no contexto de infecção por C. parvum no 
organismo imunocompetente, particularmente os eosinófilos, que apresentam um 
comportamento idêntico em infecção por outros parasit s. 
O aumento da secreção de TNF-α e IFN-γ (citocinas Th1) nos murganhos 




citocinas Th2, como IL-4, IL-5 e IL-10, após a reinfecção, sugere um balanço entre as 
respostas Th1, para controlar o crescimento do parasita, e Th2, para limitar a patologia. 
A IgG1 foi o isotipo predominante ao longo de toda a infecção e reinfecção, tendo-se 
observado um pico de IgG2a após a reinfecção, seguido de diminuição. Esta variação 
poderá estar relacionada com a função da IgG1 e da IgG2a, ao nível da opsonização e 
neutralização dos agentes patogénicos, respectivamente. 
A obtenção de hibridomas secretores de anticorpos específicos para antigénios 
de C. parvum, por fusão celular, permitiu obter anticorpos e testar a sua aplicação à 
detecção de oocistos de C. parvum, em amostras fecais humanas e de animais (bovinos). 
Em resumo, os resultados obtidos permitem sugerir o perfil de imunoglobulinas 
e citocinas envolvido na resposta à infecção por C. parvum no modelo roedor 
imunocompetente, assim como desenvolver um futuro “kit” para detecção de C. parvum 
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Cryptosporidium parvum is an intracellular protozoan, with a ubiquitous 
distribution, causing enteritis in humans and animals. Diarrhea is self-limited in 
immunocompetent individuals, becoming life-threatening in immunocompromised 
hosts. Currently, specific therapeutic or preventive interventions are not yet available, 
and the high cost of existing diagnosis methods, support the importance of developing 
new approaches. 
Several studies highlight the importance of CD4+ T cells in the immune response 
to infection by C. parvum; others address their attention to the immunoregulatory cells 
(Treg); and even others attempt to clarify the roleof specific cytokines produced by Th1 
and Th2 cells to regulate the immune response, together with the production of specific 
immunoglobulins. In the diagnostic field, several and different methods have been used, 
varying between speed of execution, specificity and price. Several questions arise 
related to the type of cells involved in the response to infection and the 
specificity/sensitivity of each technique.  
With the aim of studying the long-term immune response to infection by C. 
parvum, in immunocompetent animal, Balb/c mice were orally inoculated with C. 
parvum oocysts, and faeces, small intestines, blood and spleens were collected for 
analysis, according to a previously defined protocol. Peripheral blood and spleen cell 
populations were characterized by flow cytometry, and Luminex xMAP® technology 
assay was used to quantify immunoglobulins and cytokines in serum. The flow 
cytometry analysis did not show statistically significant differences between the control 
and infected mice, having only been observed an increase in the number of circulating 
neutrophils and eosinophils, and their subsequent decrease, in the latter group. 
Associated with the high variability observed after r infection, such variations are 
suggested as the profile exhibited by these cell populations in the context of an infection 
by C. parvum in immunocompetent organism, especially eosinophils, which have a 
similar behavior upon infection by other parasites. 
The increased secretion of TNF-α and IFN-γ (Th1 cytokines) in infected mice, 
when compared with the control group, beyond the secretion of Th2 cytokines (IL-4, IL-
5 and IL-10), after reinfection, suggests a balance between Th1 cells to control parasite 




IgG1 was the predominant isotype along infection and reinfection, with a peak 
of IgG2a after reinfection, followed by its decreas. This variation may be related to the 
function of IgG1 and IgG2a, namely in pathogens opsonization and their neutralization, 
respectively.  
The obtaining of hybridomas secreting antibodies specific for C. parvum 
antigens by cell fusion, allowed us to obtain antibod es and test them in the detection of 
oocysts of C. parvum in faecal samples from human and cattle. 
In brief, the obtained results suggest the profile of immunoglobulins and cytokines 
involved in the response to infection by C. parvum in immunocompetent mice, as well 









ºC  Grau Celsius 
%  Percentagem 
αβ-TCR Receptores alfa-beta das células T, do inglês “a pha-beta-T-cell receptor” 




BCR  Receptor da célula B, do inglês “B-cell receptor” 
CCL  do inglês “chemokine (C-C motif) ligand” 
CD  “cluster” de diferenciação, do inglês “cluster of differentiation” 
CDC  do inglês “Centers for disease control and prevention” 
COWP  Proteína da parede do oocisto de Cryptosporidium, do inglês 
“Cryptosporidium oocyst wall protein” 
DCs  Células dendríticas, do inglês “dendritic cells” 
DHFR  Dihidrofolato reductase, do inglês “dihydrofolate reductase” 
DNA  Ácido desoxirribonucleico, do inglês “deoxyribonucleic acid” 
ELISA  do inglês “enzyme-linked immunosorbent assay” 
et al.  E outros, da locução latina et alii 
EUA  Estados Unidos da América  
FDA  do inglês “Food and Drug Administration” 
FL  Fluorescência 




gp  Glicoproteína 
HSP70  Proteína de choque térmico de 70 kDA, do inglês “heat shock protein” 
ICZN  do inglês “International Commission on Zoological Nomenclature” 
IECs  Células do epitélio intestinal, do inglês “intestinal epitelial cells” 
IFN-γ  Interferão-gama, do inglês “interferon-gamma” 
Ig  Imunoglobulina 
IL  Interleucina  
iNOS  Sintetase do óxido nítrico, do inglês “inducible nitric oxide synthase” 
ITS  Espaçadores internos transcritos, do inglês “internal transcribed spacers” 
kDa  Kilo dalton 
MHC  Complexo major de histocompatibilidade, do inglês “major 
histocompatibility complex” 
mm3  Milímetro cúbico 
NK  Linfócitos “natural killer” 
NLRs  Receptores intracelulares “Nod-like”, do inglês “intracellular Nod-like 
receptors“ 
nm  Nanómetro 
NO  Óxido nítrico, do inglês “nitric oxide” 
PAMPs Padrões moleculares associados a patogénios, do inglês “pathogen-
associated molecular patterns” 
PBMC  Células mononucleares do sangue periférico, do inglês “peripheral blood 
mononuclear cell” 
PCR  Reacção em cadeia da polimerase, do inglês “polymerase chain reaction” 





RAPD  Amplificação de polimorfismos de distribuição aleatória, do inglês 
“random amplified polymorphic DNA” 
RFLP  Polimorfismo do comprimento de fragmentos de restrição, do inglês 
“restriction fragment length polymorphism” 
SIDA  Síndrome de imunodeficiência adquirida  
sp.  Espécie 
spp.  Espécies 
SSC  Dispersão lateral da luz laser, do inglês “side angle light scatter” 
SSU rRNA Subunidade pequena do ácido ribonucleico ribossómico, do inglês “small 
subunit ribosomal ribonucleic acid” 
TARV  Terapêutica antirretrovírica 
Th  Linfócito T auxiliar, do inglês “T helper” 
TLR  Receptores “toll-like”, do inglês “toll-like receptor” 
TNF-α  Factor de necrose tumoral-alfa, do inglês “tumor necrosis factor alpha” 
TRAP-C Proteína de adesão relacionada com a trombospondina de 
Cryptosporidium, do inglês “thrombospondin-related adhesive protein of 
Cryptosporidium” 
Treg  Linfócitos T reguladores  
UV  Luz ultravioleta  
VIH  Vírus da imunodeficiência humana 





ºC  Graus celsius 
%  Percentagem 
% w/v  do inglês “mass/volume percentage” or “mass concentration” 
% v/v  do inglês “volume/volume percentage” or “volume concentration” 
5PL  do inglês “five-parameter logistic regression” 
AIDS  do inglês “acquired immunodeficiency syndrome” 
APC  do inglês “allophycocyanin” 
β-giardin do inglês “beta-giardin” 
BALB/C do inglês “bagg albino” 
BD  do inglês “Becton Dickinson” 
bp  do inglês “basepairs” 
BSA  do inglês “bovine serum albumin” 
CD  do inglês “cluster of differentiation” 
cells/ml do inglês “cells per milliliter” 
CM  do inglês “control mice” 
DIF  do inglês “direct immunofluorescence” 
DMEM do inglês “dulbecco’s modified eagle’s medium” 
DN  do inglês “double negative” 
DNA  do inglês “deoxyribonucleic acid” 
DP  do inglês “double positive” 
EDTA  do inglês “ethylenediaminetetraacetic acid”  
ELISA  do inglês “enzyme-linked immunosorbent assay” 
et al.  E outros, da locução latina et alii 




FCS  do inglês “fetal calf serum” 
FITC  do inglês “fluorescein isothiocyanate” 
FMO  do inglês “fluorescence minus one” 
Foxp3  do inglês “Fork head box p3” 
FSC  do inglês “forward angle light scatter” 
g  Aceleração gravitacional (unidade de força centrífuga relativa) 
gDNA  do inglês “deoxyribonucleic genomic acid” 
GM-CSF do inglês “granulocyte–macrophage colony-stimulating factor” 
GP  do inglês “glycoprotein” 
h  do inglês “hour” 
HAT  do inglês “hypoxanthine-aminopterin-thymidine” 
IF  do inglês “immunofluorescence assay” 
IFI  do inglês “indirect immunofluorescence assay” 
IFN-γ  do inglês “interferon-gamma” 
Ig  do inglês “immunoglobulin” 
IL  do inglês “interleukin” 
IM  do inglês “infected mice” 
kDa  Kilo dalton 
M  Concentração molar 
mAb  do inglês “monoclonal antibody” 
mg/ml  miligrama por mililitro 
MHC  do inglês “major histocompatibility complex” 
min  Minutos 





N  do inglês “negative” 
ng/ml  Nanograma por mililitro 
NK  do inglês “natural killer” 
nm  Nanómetro 
NO  do inglês “nitric oxide” 
P  do inglês “positive” 
PBS  do inglês “phosphate buffered saline” 
PBS-T  do inglês “phosphate buffered saline-tween” 
PCR  do inglês “polymerase chain reaction” 
PE  do inglês “phycoerythrin” 
PEG  do inglês “polyethylene glycol”  
PerCP  do inglês “peridinin chlorophyll protein” 
pg/ml  Picograma por mililitro 
pH  Símbolo do logaritmo decimal do potencial de hidrogénio de uma 
solução aquosa 
PI  do inglês “post-infection” 
PMT  do inglês “photomultiplier” 
PRI  do inglês “post-reinfection” 
rpm  do inglês “revolutions per minute” 
SCID  do inglês “severe combined immunodeficiency” 
sp.  do inglês “specie” 
SPF  do inglês “specific-pathogen-free” 
spp.  do inglês “species” 
SSC  do inglês “side angle light scatter” 




TCRβ  do inglês “beta-T-cell receptor” 
TCRγδ  do inglês “gamma-delta-T-cell receptor” 
Th  do inglês “T helper” 
TNF-α  do inglês “tumor necrosis factor alpha” 
Treg  do inglês “regulatory T cells” 
vs  do latim versus  
ZN  Ziehl-Neelsen 
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1.1. CRIPTOSPORIDIOSE: ASPECTOS GERAIS 
Os microrganismos do género Cryptosporidium, foram descritos pelo 
parasitologista americano Ernest Tyzzer, pela primei a vez, em 1907, após observação 
de diversas formas assexuadas e sexuadas na mucosa gástrica de murganhos (Mus 
musculus), os quais resultavam na formação de oocistos contendo quatro esporozoítos 
(Tyzzer, 1907). Tyzzer identificou os parasitas como tendo estatuto taxonómico incerto 
e, em 1910, descreveu-os detalhadamente ao nível do ciclo de vida e das formas de 
desenvolvimento. O novo género foi nomeado de Cryptosporidium (que significa 
esporocisto oculto) e a espécie foi designada de Cryptosporidium muris (Tyzzer, 1910). 
Em 1912, este parasitologista detectou microrganismos semelhantes no intestino 
delgado do murganho, mas considerou-os como sendo outra espécie, Cryptosporidium 
parvum, por apresentarem tamanho inferior ao dos oocistos de C. muris (Tyzzer, 1912).  
Nos anos seguintes descreveram-se cerca de 20 novas espécies pertencentes ao 
género Cryptosporidium, classificadas com base no hospedeiro em que ocorreram 
(mamíferos, aves, peixes e répteis), o qual estaria, supostamente, parasitado por 
diferentes espécies deste parasita. Estudos posteriores de transmissão cruzada 
mostraram que a classificação fora erroneamente atribuída a este género e que algumas 
destas espécies seriam esporocistos de Sarcoccystis (Anderson et al., 1968; Xiao et al., 
2004a), invalidando, desse modo, a classificação efectuada (Levine, 1984; O'Donoghue, 
1995; Fayer, 2010). Apesar de Slavin, em 1955, ter descrito uma nova espécie, 
Cryptosporidium meleagridis, no intestino de perus, em associação com um quadro 
clínico caracterizado por diarreia grave e mortalidade baixa, a importância deste parasita 
manteve-se reduzida (Slavin, 1955; O'Donoghue, 1995). 
O interesse da Medicina Veterinária nestes microrganismos aumentou após ter 
sido demonstrada a associação de parasitas do género Cryptosporidium com diarreia em 
vitelos, em 1971 (Panciera et al., 1971). Desde então, vários autores descreveram casos 
de diarreia aguda causados por este parasita, em ani ais silváticos e domésticos 
(Casemore et al., 1985a; Current & Garcia, 1991). 
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Em 1976, foram reportados os dois primeiros casos de criptosporidiose humana, 
nos Estados Unidos da América (EUA). Nime et al. (1976) descreveram o caso de uma 
criança de três anos e, Meisel et al. (1976), relataram o caso de um doente de 39 anos, 
sujeito a terapêutica imunossupressora para tratamen o de doença auto-imune. Ambos 
os doentes partilhavam os factos comuns de viverem m zonas rurais, de estarem em 
contacto com gado e de apresentarem diarreia severa. Em mbos os casos, o diagnóstico 
foi feito por exame microscópico de uma amostra de biópsia intestinal. 
Em 1982, dois relatórios do “U.S. Centers for Disease Control and Prevention” 
(CDC) reportaram a ocorrência de um surto de criptosporidiose humana no Alabama, 
num grupo de 12 imunocompetentes, todos tratadores e bezerros com diarreia (Centers 
for Disease Control and Prevention, 1982a), e um outro surto num grupo de 21 doentes 
com síndrome de imunodeficiência adquirida (SIDA) (Centers for Disease Control and 
Prevention, 1982b). A criptosporidiose tornou-se num assunto de saúde pública após o 
surto epidémico de infecção por Cryptosporidium transmitido através da rede de 
abastecimento público de água, em Milwaukee, nos EUA, em 1993, estimando-se que 
aproximadamente 403.000 pessoas tenham sido infectadas (Mac Kenzie et al., 1994). 
Desde então, o interesse por este protozoário passou a envolver não só a comunidade 
médica e científica, como também as autoridades de saúde pública. 
O reconhecimento da importância deste parasita é visível através do aumento 
exponencial do número de publicações relacionadas com Cryptosporidium, desde 1982 
até ao presente, citadas na “National Library of Medicine” 
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed), nomeadamente o que se refere à infecção, 
biologia, epidemiologia, taxonomia, métodos moleculares para detecção e identificação, 




1.2. TAXONOMIA  
Todos os organismos do género Cryptosporidium são seres eucariotas 
intracelulares, pertencentes ao reino Protozoa, cuj lassificação tem por base as suas 
características fenotípicas, ciclo de vida e local de infecção no hospedeiro (O'Donoghue, 
1995). Pertencem ao filo Apicomplexa (formas infectantes com complexo apical, 
destinado à invasão do hospedeiro), classe Conoidasida (reprodução sexuada e 
assexuada, locomoção das formas infectantes feita por flexão, deslizamento ou 
ondulação), subclasse Coccidiasina (ciclo de vida com merogonia, gametogonia e 
esporogonia), ordem Eucoccidiorida (presença de merogonia, infecta hospedeiros 
vertebrados e invertebrados), subordem Eimeriorina (desenvolvimento independente de 
gâmetas masculino e feminino), família Cryptosporidiidae (ciclo de vida monoxénico 
com formas de desenvolvimento localizadas sob a membrana da célula hospedeira, 
oocistos contendo quatro esporozoítos, microgâmetas não flagelados) (Current & 
Garcia, 1991; Tzipori & Ward, 2002; Fayer, 2008) (figura 1). 
Nos últimos anos, a classificação taxonómica de Cryptosporidium tem sido 
objecto de grande debate, pelo facto deste parasita presentar algumas características 
diferentes das dos microrganismos da subclasse Coccidiasina, principalmente: a) 
localização intracelular mas extracitoplasmática das formas de desenvolvimento 
endógeno; b) ligação do parasita à célula hospedeira com envolvimento de um organelo 
alimentador na base do vacúolo parasitóforo; c) presença de dois tipos distintos de 
oocistos, sendo um deles responsável pelo processo de auto-infecção; d) reduzido 
tamanho dos oocistos e ausência de estruturas morfológicas, como o esporocisto e o 
apicoplasto; e) insensibilidade aos fármacos utilizados no combate a outros coccídeos; 
f) resposta imune do hospedeiro; g) e diferenças metabólicas (Carreno et al., 1999; 
Tzipori & Ward, 2002; Abrahamsen et al., 2004). Além disso, estudos de análise 
filogenética com base na sequência do gene que codifica a subunidade pequena do ácido 
ribonucleico ribossómico ou SSU rRNA (do inglês “small subunit ribosomal 
ribonucleic acid”) têm mostrado que as espécies de Cryptosporidium, não só constituem 
um grupo separado dos restantes coccídeos, como se encontram geneticamente mais 
próximas dos gregarinas (subclasse Gregarinasina – parasitas de artrópodes, anelídeos e 
moluscos) do que dos coccídeos (Carreno t al., 1999; Zhu et al., 2000; Barta & 




revelaram a presença de formas de desenvolvimento extrac lulares com características 
semelhantes às de alguns gregarinas, sustentando a hipótese de grande afinidade entre 
estes e Cryptosporidium (Hijjawi et al., 2002; Rosales et al., 2005). Para além disso, 
ainda não existe tratamento activo para a criptosporidiose, pelo que estes estudos 
apontam para a necessidade de outras estratégias experimentais que permitam esclarecer 
a posição do género Cryptosporidium dentro do filo Apicomplexa. A necessidade de 
fármacos mais eficazes no tratamento da criptosporidiose, assim como o 
desenvolvimento de métodos de detecção imunológicos e de biologia molecular dotados 
de maior especificidade, são condições essenciais para ajudar a esclarecer as questões 
que se formulam, do mesmo modo que poderão auxiliar na detecção de situações cujo 
resultado é falso positivo, devido a reacções cruzadas com os géneros até aqui 

















FIGURA 1. Representação esquemática abreviada da classificação taxonómica de 




O género Cryptosporidium possui características morfológicas e biológicas 
específicas, no entanto, a classificação e definição ao nível da espécie tem sido o grande 
desafio colocado aos taxonomistas e epidemiologistas. Muitas das espécies de coccídeos 
foram identificadas e caracterizadas unicamente com base nas características 
morfológicas dos respectivos oocistos. Devido ao facto dos oocistos das várias espécies 
de Cryptosporidium serem indistinguíveis entre si, a morfologia por si só, não é 
suficiente para a caracterização da espécie. De entr  as 21 novas espécies descritas após 
as descobertas por Tyzzer (C. muris [em roedores] e C. parvum [em humanos e gado]), 
apenas mais 14 são hoje consideradas válidas, nomeada nte C. meleagridis (em 
perús), Cryptosporidium wrairi (em porquinhos-da-índia), Cryptosporidium felis (em 
gatos), Cryptosporidium baileyi (em galinhas), Cryptosporidium saurophilum (em 
lagartos), C. andersoni (em gado), Cryptosporidium canis (em cães), Cryptosporidium 
hominis (em humanos), Cryptosporidium molnari (em peixes), Cryptosporidium 
serpentis (em cobras), Cryptosporidium bovis (em bovinos), Cryptosporidium 
scophthalmi (em peixes), Cryptosporidium suis (em suínos), e Cryptosporidium galli 
(em aves) (Tyzzer, 1907; Tyzzer, 1912; Slavin, 1955; Vetterling et al., 1971; Iseki, 
1979; Levine, 1980; Current et al., 1986; Koudela & Modrý, 1998; Pavlasek, 1999; 
Lindsay et al., 2000; Fayer et al., 2001; Morgan-Ryan et al., 2002; Alvarez-Pellitero & 
Sitjà-Bobadilla, 2002; Alvarez-Pellitero et al., 2004; Ryan et al., 2004; Fayer et al., 
2005). O quadro I sintetiza as 16 espécies de Cryptosporidium actualmente 
consideradas válidas, com indicação da dimensão dos respectivos oocistos, hospedeiros 
onde, até à data, foram encontradas, e localização preferencial no organismo dos 
mesmos. 
O conceito biológico de espécie refere-se a grupos de populações naturais, 
compostas por indivíduos férteis entre si, que produzem descendência fértil e que estão 
reprodutivamente isolados de outros grupos semelhant s. Contudo, este conceito tem 
sido difícil de aplicar, quando se tentam definir as espécies de Cryptosporidium. Nos 
últimos anos, as técnicas de biologia molecular têm constituído uma preciosa ajuda na 
clarificação da confusão estabelecida em redor da definição das espécies do género 
Cryptosporidium. Como resultado de vários estudos, tem-se conseguido descrever as 
características estruturais, a especificidade de hospedeiros e a histopatologia destes 




criopreservação e de propagação contínua dos criptosporídeos in vitro, inviabiliza a 
realização de estudos de cruzamento genético entre os isolados, reflectindo-se na 
ausência de isolados de referência que representem dif rentes espécies ou genótipos. 
Alguns autores defendem que a caracterização das espéci  de Cryptosporidium deve 
ser feita através de uma abordagem polifásica, a qual, até à data, tem sido aplicada 
apenas a um número restrito de isolados. Esta caracteriz ção integra informação relativa 
à morfologia (diferenças no tamanho, forma e estrutura dos oocistos), genética 
(diferenças nas sequências de nucleótidos de genes b m caracterizados, que codificam 
para ácidos nucleicos e proteínas estruturais e funcionais), e biologia do parasita 
(especificidade do hospedeiro e localização nos diferentes órgãos, patogenicidade, 
virulência e intensidade da excreção de oocistos). Neste sentido, diversos investigadores 
propuseram quatro critérios básicos que devem ser considerados, quando se trata de 
nomear e validar novas espécies de Cryptosporidium: i) realização de estudos 
morfométricos dos oocistos; ii) caracterização genética da espécie; iii) demonstração de 
natural e, sempre que possível, pelo menos alguma especificidade experimental no 
hospedeiro; iv) e estar em conformidade com as regras de ICZN (do inglês 
“International Commission on Zoological Nomenclature”).  
A abordagem polifásica das espécies de Cryptosporidium poderá constituir uma 
ferramenta indispensável para o trabalho de médicos, veterinários, epidemiologistas, e 
restantes profissionais de saúde, permitindo-lhes responder rapidamente a questões 
sobre a patogenicidade e a virulência das várias espécies, e o seu potencial risco para a 
saúde pública. Desta forma, o conhecimento preciso da identidade de um parasita, e a 
compreensão da sua variação dentro de um grupo particul r, é também crucial para o 
desenvolvimento de vacinas e de novos métodos de diagnóstico (Fayer et al., 2000; 
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1.3. CICLO DE VIDA  
Os parasitas do género Cryptosporidium possuem um ciclo de vida monoxénico, 
que ocorre totalmente no trato gastrintestinal de um único hospedeiro. As características 
únicas que distinguem este género dos restantes coccíde s referem-se, principalmente, à 
resistência aos fármacos, à capacidade de auto-infecção e à localização particular no 
interior de membrana da célula hospedeira. 
A forma do desenvolvimento de Cryptosporidium fundamental é o oocisto, que 
após ser excretado nas fezes do hospedeiro infectado, é responsável pela contaminação 
ambiental e transmissão da doença. O oocisto maduro possui no seu interior quatro 
esporozoítos, haplóides, rodeados por uma parede de uas camadas distintas, altamente 
resistente. Esta parede é única, na medida em que possui uma sutura numa das 
extremidades, que ao sofrer ruptura durante a excistação (figura 2 e figura 3a), permite a 
libertação dos esporozoítos (figura 3b), mediante determinadas condições de 
temperatura, pH e presença de enzimas pancreáticas no lúmen intestinal (Petry & 
Harris, 1999; Spano & Crisanti, 2000). Esporozoítos e merozoítos constituem as formas 
infectantes, sendo os primeiros, responsáveis pela adesão e invasão das células do 
epitélio intestinal. Por um processo ainda pouco conhecido, mediado por proteínas 
produzidas pelo esporozoíto e por receptores específicos existentes na célula 
hospedeira, determinados organelos do complexo apical (roptrias, micronemas e 
grânulos densos) localizado na extremidade anterior do esporozoíto, iniciam o processo 
de invasão dos enterócitos. Segue-se um profundo rearranjo estrutural no citoesqueleto 
destas células, ao mesmo tempo que a sua membrana celul r envolve o esporozoíto, 
formando um vacúolo parasitóforo. Tal, confere ao prasita uma posição intracelular 
mas extracitoplasmática, passando a designar-se de trofozoíto (figura 3c) (Spano & 
Crisanti, 2000; Fayer, 2008). Devido a esta localização periférica relativamente ao 
citoplasma da célula hospedeira, todas as formas intracelulares (trofozoítos, merontes 
tipo I e tipo II, gametócitos, zigotos e oocistos imaturos), excepto merozoítos e 
microgâmetas, desenvolvem na base do vacúolo parasitóforo uma estrutura designada 
de organelo alimentador (do inglês “feeder organelle”), que separa os citoplasmas da 
célula hospedeira e do parasita e que é responsável pela entrada de nutrientes (Lumb et 
al., 1988; Tzipori & Ward, 2002; Smith et al., 2005).  
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A fase seguinte corresponde à multiplicação assexuada, que ocorre no interior do 
vacúolo parasitóforo, durante a qual o trofozoíto sofre três divisões nucleares 
(merogonia), originando os merontes tipo I (figura 3d) que contêm seis a oito 
merozoítos haplóides, posteriormente libertados para o lúmen intestinal (figura 3e). 
Cada novo merozoíto invade uma célula epitelial adjacente e, após maturação e duas ou 
três gerações de merogonia, origina, respectivamente, um meronte tipo I (processo de 
auto-infecção) ou um meronte tipo II (figura 3f). Este último contém quatro merozoítos 
(figura 3g) que, ao infectarem novas células, se diferenciam em microgamontes (figura 
3h) e macrogamontes (figura 3i), respectivamente, células masculinas e células 
femininas, dando-se assim início ao ciclo sexuado (gametogonia). Os microgamontes 
tornam-se multinucleados, e incorporam cada núcleo num microgâmeta, que vai 
fertilizar o macrogamonte, formando o zigoto (figura 3j). Este sofre duas divisões 
nucleares (esporogonia) e origina o oocisto, que contém no seu interior quatro 
esporozoítos. Durante o processo de esporogonia, produzem-se dois tipos de oocistos, 
os de parede grossa (cerca de 80%), excretados nas fezes sob a forma 
infectante/esporulados (figura 3l) e que após ingestão vão infectar novos hospedeiros 
susceptíveis, e os de parede fina (cerca de 20%), que permanecem no hospedeiro e 
constituem nova fonte de auto-infecção (figura 3m) (O'Donoghue, 1995; Tzipori & 










FIGURA 2. Processo de excistação em Cryptosporidium. Representação do processo de 
excistação dos quatro esporozoítos (III) para o exterior do oocisto (I) de 
Cryptosporidium, através da sutura (II) localizada na membrana, numa das 


















FIGURA 3. Ciclo de vida de Cryptosporidium. Representação esquemática do ciclo de 
vida de Cryptosporidium, com indicação das três fases: auto-infecção, ciclo assexuado e 




Dependendo da espécie de Cryptosporidium, a forma dos oocistos varia entre 
redonda a oval, com dimensões que oscilam entre 4 a 8 µm. A parede é uma estrutura 
trilaminar, constituída por uma membrana interna e ext rna, sendo totalmente contínua 
excepto num dos pólos, no qual existe uma sutura que se abre durante a excistação, para 
que ocorra a libertação dos esporozoítos para o exterior do oocisto. No interior desta 
estrutura, existem quatro esporozoítos vermiformes e um corpo residual, que contém 
vacúolos lipídicos, grânulos de amilopectina, inclusões cristalinas e ribossomas (figura 
4) (Petry & Harris, 1999; Petry, 2004). Apesar desta estrutura particular e bem descrita, 
encontra-se documentada a presença de estruturas extracelulares semelhantes aos 
gamontes de gregarinas, em culturas celulares de C. parvum. Estes dados sustentam a 
tese que aponta para a grande afinidade que existe ntre gregarinas e Cryptosporidium, 
reforçando a necessidade de revisão do ciclo de vida deste último e a sua classificação 
taxonómica. Contudo, tal só poderá ser feito após a realização de uma série de estudos 
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in vivo e in vitro, e após a análise da ultra-estrutura das formas de des nvolvimento 









FIGURA 4. Oocisto de Cryptosporidium. Representação esquemática de um oocisto de 
Cryptosporidium, no interior do qual se podem distinguir os grânulos de amilopectina 
(Gr) e os quatro esporozoítos (Esp) (Adaptado de http://www.cdc.gov/parasites/crypto/bilogy. 
html, acedido a 29 de Agosto de 2012). 
Gr 
Esp 
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1.4. EPIDEMIOLOGIA DA CRIPTOSPORIDIOSE  
A criptosporidiose é uma doença ubiquitária, descrita mundialmente em mais de 
40 países distribuídos pelos seis continentes (Current & Garcia, 1991; Fayer et al., 
2000; Kosek et al., 2001; Waldron et al., 2011). Existem diversos factores que facilitam 
a ampla transmissão de Cryptosporidium, com influência directa na epidemiologia 
destes parasitas: 
a) A elevada robustez dos oocistos confere-lhes resistência aos processos 
químicos e físicos utilizados no tratamento da água, nomeadamente o cloro e os ácidos, 
o que facilita a sua disseminação em águas recreativas e de consumo público 
(Dillingham et al., 2002). Apesar de não se multiplicar em alimentos, este parasita pode 
ser transmitido através destes, tais como a maçã, mantendo-se no sumo caso estas 
estejam contaminadas (Millard et al., 1994); 
b) A dimensão relativamente reduzida, a baixa velocidade de sedimentação e a 
elevada capacidade de flutuação dos oocistos facilitam o seu transporte e a sua 
dispersão no ambiente, dificultando os processos de filtração/retenção dos oocistos e 
sendo necessários procedimentos específicos para tratamento das águas (Dillingham et 
al., 2002); 
c) A dose infectante para o Homem é reduzida, traduzin o-se em elevadas taxas 
de infecção. Estudos efectuados em voluntários saudáveis com três isolados distintos de 
C. parvum mostraram que a dose infectante parece variar entre nove e 1042 oocistos 
(Okhuysen et al., 1999). Extrapolações efectuadas ao surto de Milwaukee, em 1993, 
pela aplicação de um modelo matemático dinâmico do processo de infecção, sugeriram 
que a dose infectante possa ter sido, para algumas pes oas, inferior a 10 oocistos 
(Eisenberg et al., 1998); 
d) Os oocistos são excretados na forma infecciosa, sto é, na forma esporulada, o 
que significa que a infecção de novos hospedeiros pode ser imediata, nomeadamente 
através do contacto directo pessoa-a-pessoa (transmissão antroponótica). Este é um 
aspecto determinante na epidemiologia da infecção por Cryptosporidium, 
particularmente relacionado com a eventual excreção de oocistos após o 
desaparecimento dos sintomas (Chappell et al., 1996; Dillingham et al., 2002); 
e) Algumas espécies de Cryptosporidium, particularmente C. parvum, não têm 
um hospedeiro específico, o que associado à distribuição ubiquitária do parasita, tem 
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contribuído para o elevado número de reservatórios e para o consequente aumento do 
potencial zoonótico do parasita (Dillingham et al., 2002); 
f) O ciclo de vida do parasita é designado de monoxé ico, uma vez que é 
completado num único hospedeiro. Ao fim de três dia (pode variar entre um a oito 
dias), o ciclo de desenvolvimento de Cryptosporidium está completo (Meinhardt et al., 
1996); 
g) Os oocistos são excretados em grandes quantidades, principalmente devido 
aos múltiplos ciclos de auto-infecção que ocorrem no hospedeiro, preconizados pelos 
merontes tipo I e pelos oocistos de parede fina (Casemore, 1990); 
h) A existência de várias vias de transmissão (antroponótica, zoonótica, 
alimentar, hídrica e através de vectores) dos oocistos de Cryptosporidium, que podem 
ocorrer simultaneamente, aumenta a eficiência da disseminação do parasita (Fayer et al., 
2000; Dillingham et al., 2002; Xiao, 2009). 
 
 
1.4.1. CRIPTOSPORIDIOSE NO HOMEM  
Apesar da enorme importância que a criptosporidiose representa para a saúde 
pública, ainda não existe uma verdadeira estimativa acerca do número de infectados 
anualmente. De acordo com o CDC, os actuais valores de prevalência encontram-se 
subestimados, por diversas razões como o facto de acriptosporidiose não ser uma 
doença de declaração obrigatória; existência de deficiências na declaração de todos os 
casos confirmados da doença às entidades nacionais e internacionais, pelos laboratórios 
e médicos; deficiências na procura de assistência médica pelos doentes com diarreia; 
não familiarização desta doença por alguns médicos e ausência de requisição da 
pesquisa deste parasita nas fezes; muitos laboratóri s não efectuam as técnicas 
adequadas para o diagnóstico da infecção por Cryptosporidium ou, ainda, porque muitas 
das infecções assintomáticas não são investigadas (Dietz et al., 2000). Os relatórios do 
CDC permitem caracterizar a epidemiologia da criptos oridiose nos EUA e entre 1999 
e 2002, o número de casos de criptosporidiose humana declarados anualmente foi de 
2.769, 3.128, 3.787 e 3.016, respectivamente (Hlavsa et al., 2005). Contudo, os autores 
acreditam que estes valores estejam subestimados, pel  que os dados reportados quase 
uma década depois (2009 e 2010) apresentam maior número de casos de 
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criptosporidiose, 7.656 e 8.951, respectivamente (Yoder et al., 2012). Os estudos 
epidemiológicos indicam que a criptosporidiose humana se encontra distribuída por 
todo o mundo, nos vários continentes. Por exemplo, a prevalência de oocistos nas fezes 
de pessoas com gastrenterite descrita em África, Ásia, Austrália, América do Sul e 
Central (3-20%) é superior aos valores registados na Europa e na América do Norte (1-
2% e 0,6-4,3%, respectivamente) (Current & Garcia, 1991). 
Esta infecção é bastante comum nas regiões onde a doença é endémica, 
particularmente zonas pobres, com elevada densidade populacional, reduzidas 
condições de saneamento e baixa qualidade da água de abastecimento. A 
criptosporidiose é igualmente problemática nas zonas rurais, onde existe um estreito 
contacto com os animais infectados (Fayer et al., 2000; Frost et al., 2002). Os países em 
desenvolvimento apresentam uma elevada prevalência dest  doença comparativamente 
aos países industrializados, 6,1% e 2,2%, respectivamente. Nos primeiros, a exposição 
ao parasita é frequente, pelo que a infecção torna-se assintomática em consequência do 
desenvolvimento de imunidade à mesma (Casemore, 1990; Current & Garcia, 1991), 
enquanto nos países industrializados, os surtos de criptosporidiose são sobretudo 
esporádicos (Guerrant, 1997; Leav et al., 2003). 
Os imunocomprometidos, nomeadamente doentes com sida, sujeitos a 
quimioterapia, transplantados e com alterações hematológicas, assim como crianças e 
idosos, constituem os grupos mais susceptíveis à criptosporidiose, nos quais as 
infecções assintomáticas e as sintomáticas de causa desconhecida desempenham um 
importante papel na epidemiologia da doença (Fayer et al., 2000; Hunter & Nichols, 
2002; Chalmers & Davies, 2010). Os infectados por vírus da imunodeficiência humana 
(VIH) apresentam elevados valores de prevalência de nfecção por Cryptosporidium, em 
ambos os países em desenvolvimento e industrializados. Nos primeiros, onde o acesso à 
terapêutica antirretrovírica poderá não existir (Ajjampur et al., 2008), os valores 
ascendem aos 24%, enquanto nos países industrializados esta percentagem diminui para 
14% (Guerrant, 1997; Dillingham et al., 2002). Em Portugal, apesar da informação 
disponível sobre a criptosporidiose ainda ser escassa, o primeiro surto, descrito por 
Melo Cristino et al. (1988), afectou 27% das crianças e uma educadora do infantário do 
Hospital de Santa Maria, em Lisboa. Matos et al. (1998) publicaram os resultados de 
um estudo observacional longitudinal, efectuado entre 1988 e 1997 no mesmo hospital, 
1.4. Epidemiologia da criptosporidiose 
17 
 
em 465 pessoas infectadas por VIH com diarreia, cujo valor de prevalência da 
criptosporidiose foi de 8% (36/465), muito próximo da percentagem global de infecção 
por Cryptosporidium (6,6%) encontrada a nível europeu (Pedersen et al., 1996). 
Sorvillo et al. (1994) efectuaram uma extensa análise referente a um período de 10 anos 
(1983-1992) em Los Angeles, EUA, e detectaram, de entre 16.953 pessoas infectadas 
por VIH, cerca de 638 (3,8%) casos de criptosporidise. 
Apesar de a criptosporidiose apresentar maior expressão na população com 
imunodeficiência causada por VIH, os doentes com neoplasias hematológicas também 
se encontram em risco (Gentile et al., 1991). Tanyuksel et al. (1995) encontraram uma 
prevalência da infecção por Cryptosporidium de 17% (18/106), num grupo de doentes 
sujeitos a terapêutica imunossupressora. A prevalênci  de criptosporidiose também se 
tem mostrado consideravelmente elevada nos doentes hemodialisados, com valores na 
ordem dos 11,5% (12/104) (Seyrafian et al., 2006). As imunodeficiências primárias, que 
afectam linfócitos T e B, as imunodeficiências relacionadas com os anticorpos, assim 
como as imunodeficiências do sistema de complemento  as alterações relacionadas 
com o número e função dos fagócitos, constituem outras patologias associadas a um 
maior risco de criptosporidiose grave (Sloper et al., 1982; Hayward et al., 1997; 
Kutukculer et al., 2003). Neste contexto, as crianças têm sido o grupo mais afectado, 
devido à imaturidade do respectivo sistema imunitário e à particular vulnerabilidade à 
infecção por Cryptosporidium, associada aos comportamentos que lhes são 
característicos e que favorecem a transmissão (hábitos de higiene deficientes, uso de 
fraldas e levar as mãos sujas à boca).  
Nos países em desenvolvimento, os valores de seroprevalência da infecção por 
Cryptosporidium registam-se desde a infância e não maioritariamente a partir da idade 
adulta, como ocorre nos países industrializados. Nos primeiros, a prevalência da 
criptosporidiose nas crianças com diarreia é superior a 12%, contrariamente aos países 
industrializados, cujos valores rondam os 7% (Chen et al., 2002). Numa zona rural da 
China, Zu et al. (1994) verificaram que 50-75% das crianças com idades compreendidas 
entre os oito e os 13 anos apresentavam elevada resposta serológica anti-
Cryptosporidium do tipo imunoglobulina (Ig) G, e mais de 90% das crianças de uma 
região empobrecida do Brasil, apresentavam evidência serológica de infecção por 
Cryptosporidium durante o primeiro ano de vida. Na Guatemala, em crianças entre o 
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primeiro e o terceiro ano de idade, observou-se umacorrelação positiva de 27-73%, 
entre a prevalência de IgG anti-Cryptosporidium e o aumento da idade (Steinberg t al., 
2004). Nos países em desenvolvimento, a criptosporidiose constitui uma das causas 
mais frequentes de diarreia persistente em crianças até aos dois anos de idade. Os 
episódios de diarreia ocorrem com maior frequência e durante mais tempo, 
principalmente nas crianças mal nutridas. Neste sentido, diversos estudos têm sugerido 
a má nutrição como um importante determinante da criptosporidiose, contudo, não foi 
ainda possível concluir se a má nutrição é uma consequência da parasitose ou se esta 
acontece como consequência do estado nutricional (Mcfarlane & Horner-Bryce, 1987; 
Sallon et al., 1988; Casemore, 1990; Newman et al., 1999). Alguns autores 
demonstraram também, que a diarreia, as infecções repetidas e a má nutrição em 
crianças até aos dois anos de idade nas regiões em desenvolvimento, poderão surtir 
importantes consequências a longo prazo no seu crescimento (altura e peso), 
desenvolvimento cognitivo e rendimento escolar (Molbak et al., 1997; Guerrant et al., 
2002), e expressar importantes repercussões negativas no futuro, designadamente, ao 
nível do aumento dos custos sociais, económicos e de produtividade, traduzindo-se na 
pobreza e no subdesenvolvimento (Guerrant et al., 2002). 
Nos países industrializados, a infecção é mais comum em crianças com idade 
inferior a cinco anos, podendo, no entanto, também ocorrer nos adultos. Na maior parte 
dos casos, a transmissão ocorre por via fecal-oral, na sequência do contacto com 
crianças infectadas no seio familiar, ou nas creches, do contacto com animais 
infectados, ou de viagens para zonas endémicas (Casemore, 1990). Nos EUA e na 
Austrália, a criptosporidiose é uma das infecções humanas mais prevalentes, transmitida 
essencialmente através da via hídrica, todavia, na Europa, a importância desta parasitose 
ainda é bastante variável. O Reino Unido constitui a excepção na Europa, uma vez que a 
maioria dos surtos de origem hídrica documentados oc rreu neste país (Smith & Rose, 
1998). 
Os estudos seroepidemiológicos sugerem uma boa indicação do nível de 
exposição de uma determinada população a Cryptosporidium, contudo, não podem ser 
usados como indicadores de infecções recentes ou passadas, nem de infecções 
sintomáticas ou assintomáticas (O'Donoghue, 1995). Estudos efectuados nos EUA 
sugerem que cerca de 20% da população deste país teve inf cção por Cryptosporidium 
1.4. Epidemiologia da criptosporidiose 
19 
 
na adolescência, mais concretamente, até aos 21 anos, presentando ainda, resposta 
serológica do tipo IgG para dois grupos de antigénios específicos (15/17 e 27 kDa) de 
Cryptosporidium (Kuhls et al., 1994; Frost et al., 2004). Tem sido igualmente proposto 
que a percentagem de seropositividade aumenta com a idade, atingindo valores 
superiores a 50% nos indivíduos com idade superior a 21 anos, e na população com 
idade superior a 70 anos, a evidência serológica de infecção anterior é de 70%, 
sugestivo de que a infecção parece ocorrer mais frequentemente do que é descrito pelos 
sistemas de vigilância, sendo maioritariamente assintomática ou resultar em 
sintomatologia ligeira (Frost et al., 2004). Os valores de prevalência da infecção por 
Cryptosporidium para os grupos de antigénios acima referidos, encontrados na 
população adulta em duas cidades do Canadá, são semelhantes aos acima descritos, 
entre 69-88% em Collingwood e 45% em Toronto (Frost et al., 2000a). Também em 
duas das maiores cidades da Austrália foram detectadas percentagens muito 
semelhantes às descritas nos adultos, entre 56,7-66,3%, em Sidney, e 61,5-77,9%, em 
Melbourne (Frost et al., 2000b). Numa cidade da Rússia, foram descritas percentagens 
de seropositividade entre 68-88% na população adulta (Egorov et al., 2004). Na Europa, 
numa cidade do norte de Itália, os valores de resposta serológica do tipo IgG situaram-
se entre 62-83%, análogos aos descritos noutras regiões do mundo (Frost et al., 2000c).  
Existem evidências de que os doentes infectados por Cryptosporidium, que 
exibam resposta serológica aos grupos de antigénios ac ma referidos, 15/17 e 27 kDa, 
apresentem risco reduzido de desenvolvimento de doença ntérica (Frost et al., 2005a). 
Neste contexto, um estudo recente em quatro regiões da República Checa mostrou uma 
resposta serológica elevada aos grupos de antigénios ac ma referidos, entre 33-72% da 
população estudada. Os autores sugerem que estes valores possam estar fortemente 
associados com infecções anteriores, resultando numa imunidade protectora contra a 
criptosporidiose, sendo esta uma das razões mais plau íveis que explica a ausência de 
surtos de criptosporidiose derivados da ingestão de água contaminada com oocistos de 
Cryptosporidium nesta região (Kozisek et al., 2008). 
Os estudos coprológicos apresentam resultados de prevalência bastante 
inferiores aos encontrados nos estudos serológicos. Na Europa, os estudos disponíveis 
sobre a criptosporidiose humana são escassos, no entanto, destacam-se os trabalhos 
efectuados na Inglaterra e País de Gales, na Holanda e um grupo de países do norte da 
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Europa. Na Inglaterra e País de Gales, entre 1985 e 1987, 16 laboratórios de saúde 
pública efectuaram um estudo que envolveu 62.421 pessoas imunocompetentes com 
diarreia, onde foi encontrada uma prevalência de criptosporidiose de 2% (1295 pessoas) 
(Public Health Laboratory Service Study Group, 1990). Na Holanda, entre 1996 e 1999, 
de Wit et al. (2001) detectaram a existência de oocistos nas feze  de 2,1% (18/857) dos 
doentes com gastrenterite, ao contrário dos indivíduos sem queixas gastrenterológicas, 
nos quais o valor decresceu para 0,2% (1/574). Horman et al. (2004) realizaram um 
estudo de meta-análise que teve por base dados epidemiológicos de 13 trabalhos 
efectuados num conjunto de países do norte da Europa (Dinamarca, Finlândia, Noruega 
e Suécia). Apesar da prevalência de Cryptosporidium ter sido inferior na população 
assintomática (0,99%) quando comparada com a população sintomática (2,91%), 
observou-se um maior número de casos assintomáticos (73,4%; 9.190/12.530) do que 
sintomáticos (26,6%; 3.340/12.530).  
A maioria dos episódios de diarreia do viajante é autolimitada e os 
microrganismos não causam alterações graves ao nível do intestino (Okhuysen, 2001; 
Glaeser et al., 2004; Lazensky et al., 2008). No entanto, a associação entre as viagens 
ao estrangeiro e a diarreia por C yptosporidium tem sido descrita em diversos estudos, 
principalmente, nos viajantes que visitam os países onde a criptosporidiose é endémica, 
apresentando elevado risco de contrair a infecção, em consequência do consumo de 
alimentos crus (marisco, vegetais e fruta), da ingestão de água da torneira ou de leite 
não pasteurizado, do contacto com água não tratada (rios, piscinas e lagos), e do 
contacto com pessoas infectadas (Ungar et l., 1989; Agnamey et al., 2010). 
 
 
1.4.2. CRIPTOSPORIDIOSE NOS ANIMAIS  
A infecção por microrganismos do género Cryptosporidium tem sido descrita 
numa grande variedade de animais domésticos e selvagens, sendo contudo, mais 
frequente em mamíferos, nos quais se encontram descritas mais de 155 espécies 
infectadas (O'Donoghue, 1995; Fayer, 2004). 
O interesse por este parasita aumentou no domínio veterinário, não só devido às 
elevadas perdas económicas que a infecção por Cryptosporidium acarreta no sector da 
pecuária mas, principalmente, pelo facto de os animis poderem constituir fonte de 
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infecção para os humanos (Fayer, 2004; Ramirez et al., 2004). A maioria das infecções 
descritas nos mamíferos afecta o gado doméstico, particul rmente os vitelos, nos quais a 
prevalência de infecção é elevada (Matos, 2008). Os animais recém-nascidos são mais 
susceptíveis à infecção, adquirindo-a naturalmente re as duas e quatro semanas de 
idade, e exibindo níveis elevados de morbilidade e mortalidade, sendo os adultos, 
frequentemente, portadores assintomáticos (de Graaf et l., 1999). A sintomatologia 
mais severa é observada em animais não desmamados e inclui diarreia, desidratação, 
febre, apatia e dor abdominal. A excreção de oocistos é elevada, podendo exceder os 
107 oocistos por grama de fezes, continuando mesmo após o cessar dos sintomas. 
Embora em percentagens inferiores às encontradas em recé -nascidos, a excreção de 
oocistos por vitelos desmamados e animais adultos tem sido observada com alguma 
frequência, ainda que sem evidência de diarreia (Fayer, 2008). Diversos estudos têm 
apontado valores de prevalência de infecção por Cryptosporidium, nos vitelos, entre 
20% (21/104) (Olson et al., 1997) e 52% (191/367), ao contrário dos animais adultos, 
cujos valores diminuem para 3,5% (26/736) (Sturdee et al., 2003). Nos EUA, Santin et 
al. (2004) efectuaram um estudo longitudinal, no qual obtiveram uma prevalência de 
infecção por Cryptosporidium de 50,3% (253/503) em vitelos não desmamados até dois 
meses de idade, que diminuiu para 19,7% (92/468) em ani ais desmamados com idade 
entre os três e os 11 meses. Este estudo, que establ ce a existência de associação entre 
a idade e a prevalência de infecção por Cryptosporidium nestes animais, foi corroborado 
por outros trabalhos subsequentes, nos quais se verificou que nos vitelos com idade 
entre 12 e 24 meses, a prevalência foi de 11,9% (68/571) (Fayer et al., 2006) e nos 
animais com mais de dois anos de idade, este valor reduziu para 5,7% (31/541) (Fayer 
et al., 2007). 
Embora não se encontre tão bem documentada, a infecção por Cryptosporidium 
também é comum em ovinos e caprinos, nos quais os apectos clínicos são semelhantes 
aos acima descritos para os bovinos, sendo os animais adultos maioritariamente 
assintomáticos (de Graaf et al., 1999). No mesmo estudo feito anteriormente em 
bovinos, Sturdee et al. (2003) mostraram que 6,4% (16/250) das ovelhas e 12,9% 
(33/255) dos cordeiros também apresentavam infecção por Cryptosporidium. 
Nos suínos, a infecção é maioritariamente assintomática, sendo alvo de menos 
investigação e, deste modo, a informação epidemiológica documentada é mais escassa 
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(de Graaf et al., 1999). Desconhece-se qual a sua contribuição para a infecção humana e 
para a contaminação ambiental, contudo, a infecção por Cryptosporidium tem sido 
descrita esporadicamente em várias regiões (Ramirez et al., 2004). Suarez-Luengas et
al. (2007) relatam uma prevalência de infecção por Cryptosporidium de 22,5% (32/142) 
em Espanha, e Kaminjolo et al. (1993) apresentam valores de 19,6% (134/683) em 
Trinidad e Tobago. Esta infecção parece ser mais prevalente nos animais com um a dois 
meses de idade (Ramirez t al., 2004) e um estudo feito na Austrália por Johnson et al. 
(2008a) corrobora este facto, ao apresentar valores de prevalência de infecção em 
leitões não desmamados (11 dias a três semanas de ida ) e desmamados (quatro 
semanas a seis meses de idade) de 10,6% (13/123) e de 32,7% (51/156), 
respectivamente. 
A infecção por Cryptosporidium tem sido descrita em mais de 30 espécies de 
aves domésticas, incluindo galinhas, perus, patos, gansos, codornizes, faisões e pavões, 
contudo, são poucos os estudos que documentam a prev lência desta infecção nestes 
animais. Actualmente, apenas duas espécies de Cryptosporidium são reconhecidas como 
válidas nas aves: C. meleagridis, descrito em perus (Slavin, 1955), e C. baileyi, isolado 
em galinhas (Current et al., 1986). De modo semelhante ao que acontece nos 
mamíferos, também as aves mais jovens aparentam maior susceptibilidade à infecção do 
que as adultas (Goodwin et al., 1988; Lindsay et al., 1988; Sreter et al., 1995). 
A importância da criptosporidiose nos animais de companhia, particularmente 
cães e gatos, ainda não é muito clara, no entanto,  sua relevância em saúde pública 
reside no facto de poderem constituir fontes de transmissão zoonótica para os humanos. 
Após a primeira descrição das espécies bem adaptadas o cão e ao gato, 
respectivamente, C. canis e C. felis, outros casos de criptosporidiose têm sido 
documentados (Iseki, 1979; Fayer t al., 2001). Nos cães adultos, a infecção é, na 
maioria das vezes, assintomática, excepto quando coexiste com outras patologias 
causadoras de imunossupressão, como a parvovirose (R b rtson et al., 2000; Denholm 
et al., 2001).  
As zoonoses cujo reservatório são os animais selvagens, constituem um enorme 
problema de saúde pública. A infecção por Cryptosporidium tem sido documentada em 
inúmeros animais silváticos e em cativeiro, contudo, os estudos propriamente ditos têm 
sido escassos e dispersos. Embora alguns autores tenham sugerido que estes animais 
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possam constituir eventuais reservatórios e fontes de infecção para os humanos e 
animais domésticos, desconhece-se a dimensão de tal contribuição (Matos, 2008). 
Chalmers et al. (1997) estudaram a prevalência de Cryptosporidium em três espécies de 
roedores, numa exploração agrícola e pecuária no Reino Unido, observando-se uma 
prevalência de 18,6% para C. parvum e de 6,4% para C. muris. Os autores concluíram 
que a coabitação destes pequenos mamíferos com o gado doméstico pode constituir um 
importante reservatório de Cryptosporidium, com elevado potencial de infecção para o 
homem e para os animais. Num estudo efectuado em várias zonas da província da 
Catalunha, em Espanha, foi analisada a ocorrência de Cryptosporidium em cinco 
espécies de roedores e duas espécies de insectívoros, tendo sido encontradas 
prevalências globais de 24,9% (110/442) para C. parvum, 2,9% (13/442) para C. muris 
e de 4,3% (19/442) para infecção por ambas as espéci  (Torres et al., 2000). A 
presença de Cryptosporidium tem sido estudada noutros animais, nomeadamente, 
javalis, gamos, veados, babuínos, zebras, búfalos e gnus. Contudo, os estudos 
epidemiológicos realizados nestes animais são escassos e, na grande maioria das vezes, 
são efectuados em pequenos grupos de animais em jardins zoológicos ou em reservas 
naturais (Pospischil et al., 1987; Mtambo et al., 1997; Deng & Cliver, 1999). Na 
Tapada Nacional de Mafra, em Portugal, Lourenço et al. (2000) detectaram oocistos de 
Cryptosporidium em 100% (12/12) dos gamos estudados, todos com idades 
compreendidas entre os nove meses e os quatro anos. Em Portugal, no Jardim Zoológico 
de Lisboa, estudou-se a população de ruminantes silvestres mantidos em cativeiro, 
relativamente à presença de Cryptosporidium spp. Cerca de 4% dos 196 animais em 
estudo tinham infecção por Cryptosporidium, e a análise morfométrica dos oocistos 
permitiu concluir que se tratava de C. parvum (Delgado et al., 2003). No Jardim 
Zoológico de Barcelona, foram encontrados oocistos de Cryptosporidium em amostras 
fecais de diversas espécies de primatas e herbívoros, confirmando-se deste modo, o 
estatuto de endemicidade relativo a este parasita no referido habitat (Gomez et al., 1996; 
Gomez et al., 2000). Estes autores concluíram ainda, que as car cterísticas físicas das 
instalações, nas quais o parasita permaneceu viável e infeccioso, associado ao facto da 
transmissão inicial resultar da infecção crónica em alguns animais que constituíram 
posterior fonte de reinfecção para outros, foram os principais factores que contribuíram 
para a transmissão do parasita. 
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Muita da investigação efectuada para a presença de Cryptosporidium em animais 
selvagens concentrou-se em catalogar as espécies que ão naturalmente susceptíveis a 
este parasita. Assim, a ausência de diferenças morfológicas entre as espécies de 
Cryptosporidium encontradas nos animais, resultou em informações imprecisas acerca 
da especificidade do hospedeiro e das espécies e genótipos do parasita que estavam, de 
facto, envolvidas na infecção. Apenas recentemente, com o desenvolvimento e 
crescente aplicação de métodos moleculares na genotipagem de amostras biológicas, os 
investigadores têm conseguido obter informação importante relativa aos hospedeiros, 
taxonomia, e potencial zoonótico deste género (Matos, 2008). 
 
 
1.4.3. RESERVATÓRIOS E TRANSMISSÃO DA CRIPTOSPORIDIOSE 
A criptosporidiose é transmitida por via fecal-oral, por intermédio do oocisto 
(forma infectante) de Cryptosporidium (figura 5). A transmissão ocorre quando um 
indivíduo susceptível ingere oocistos excretados por um hospedeiro infectado (humano 
ou animal), seja por contacto directo pessoa-a-pessoa (transmissão antroponótica) ou 
animal-pessoa (transmissão zoonótica) ou indirecto, através de alimentos (transmissão 
alimentar), de águas contaminadas (transmissão hídrica), e do transporte mecânico dos 
oocistos através de vectores (Fayer et al., 2000; Dillingham et al., 2002; Xiao, 2009). 
Fundamental ainda, é o facto de os oocistos de Cryptosporidium apresentarem cinco 
determinantes epidemiológicos, relacionados com características biológicas 
particulares, decisivos para a sua dispersão e consequente dinâmica de transmissão das 
várias espécies, tal como se encontra apresentado no quadro II. 























FIGURA 5. Transmissão da criptosporidiose humana. Representação esquemática das 
diferentes formas de transmissão da criptosporidiose ao Homem: antroponótica, 
zoonótica, alimentar, hídrica, e por intermédio de vectores. 
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QUADRO II.  Determinantes epidemiológicos dos oocistos de Cryptosporidium. 
Principais características do parasita, relevantes para a sua epidemiologia e dinâmica de 
transmissão, e respectiva importância epidemiológica [Adaptado de Dillingham et al. (2002)]. 
  
 
1.4.3.1. TRANSMISSÃO ANTROPONÓTICA  
Peng et al. (1997) clarificaram a existência de dois ciclos de transmissão 
distintos de C. parvum em humanos, tendo constatado que o genótipo 1 (actualmente 
denominado C. hominis) foi observado unicamente em humanos e não era infeccioso 
para outros animais; e o genótipo 2 de C. parvum, infeccioso para humanos e bovinos, 
também infectava outros animais. Estes dados foram sugestivos de um ciclo de 
transmissão antroponótico para além do já conhecido ciclo zoonótico. 
A transmissão antroponótica é actualmente reconhecida como uma importante 
forma de transmissão de Cryptosporidium e, sendo mais frequente em áreas urbanas, 
ocorre em ambiente doméstico, em hospitais ou creches, sendo que este parasita 
também é responsável pela diarreia do viajante (Hunter et al., 2004). Ocorre por 
contacto directo pessoa-a-pessoa, por via fecal-oral, podendo também ocorrer por via 
sexual, embora menos frequente. O contacto com pessoas que contraíram a infecção 
através de animais parasitados ou por ingestão de água e alimentos contaminados 
constitui, outra forma de transmissão antroponótica (Current & Garcia, 1991). 
A transmissão pessoa-a-pessoa em ambiente doméstico tem sido largamente 
documentada e atinge, principalmente, crianças com idade inferior a cinco anos (Hunter 
CARACTERÍSTICA  IMPORTÂNCIA EPIDEMIOLÓGICA  
Elevada resistência ao cloro e aos 
ácidos 
Fácil disseminação em águas recreativas e de consum 
público submetidas a tratamentos de desinfecção, e em 
alimentos ácidos 
  
Dimensão relativamente reduzida 
Dificuldade no processo de filtração/retenção dos ocistos; 
necessidade de procedimentos específicos de tratamento das 
águas 
  
Dose infecciosa reduzida Conduz a elevadas taxas de infecção 
  
Excretados na forma infecciosa 




Animais constituem verdadeiros reservatórios, respon áveis 
pela disseminação dos oocistos em águas, alimentos e 
ambiente 
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et al., 2004), particularmente, se estas residirem em zonas degradadas com grande 
densidade populacional (Newman et al., 1999). Estudos efectuados no Bangladesh 
(Alam et al., 1989) e no Quénia (Gatei t al., 2006) concluíram que a criptosporidiose 
tem importantes implicações em saúde pública, e que a implementação de medidas de 
higiene pessoal reduziria substancialmente a transmissão da doença pessoa-a-pessoa, 
particularmente, quando existem animais domésticos como fonte primária de infecção. 
Pandak et al. (2006) descreveram, ainda, o caso de uma família que foi infectada por 
transmissão antroponótica de Cryptosporidium sp., de um outro familiar que estava 
infectado e ao qual prestaram cuidados de saúde. Outro dos modos de transmissão 
directa pessoa-a-pessoa, são os surtos de criptosporidiose em crianças que usam fraldas 
e nas pessoas que cuidam delas, quer em creches quer em ambiente doméstico. Um 
pouco por todo o mundo, inclusive em Portugal, encontram-se descritos casos desta 
natureza (Centers for Disease Control and Prevention, 1984; Melo Cristino et al., 1988; 
Tangermann et al., 1991). 
A transmissão antroponótica também sucede com bastante frequência em 
ambiente hospitalar, nomeadamente entre doentes e técnicos de saúde, ou no caso de 
uma infecção nosocomial (Koch et al., 1985; Dryjanski et al., 1986; Feng et al., 2012). 
Vários estudos têm sugerido que o comportamento sexual, principalmente 
homossexual entre indivíduos do sexo masculino infectados por VIH, é um factor de 
risco que se tem mostrado significativamente associad  à transmissão da 
criptosporidiose por contacto sexual (Lopez-Velez et al., 1995; Matos et al., 1998; 
Hellard et al., 2003). Recentemente, Johnson et al. (2008b) publicaram um artigo de 
revisão que compila informação relativa a diversos estudos realizados neste contexto, 
tendo concluído que continua a ser de extrema importância clarificar estratégias 
comportamentais, nomeadamente no que se refere à redução da prática de sexo anal 
desprotegido e ao número de parceiros sexuais, assim como aumentar o apoio 
psicológico e logístico a este grupo particular. 
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1.4.3.2. TRANSMISSÃO ZOONÓTICA  
A transmissão zoonótica de Cryptosporidium ao Homem resulta do contacto 
directo com animais infectados, tendo sido pela primei a vez descrita em 1983 (Current 
et al., 1983). O gado bovino, principalmente vitelos, tem sido considerado o principal 
reservatório de C. parvum, a espécie zoonótica mais frequente na criptosporidiose 
humana (Santin et al., 2004; Hunter & Thompson, 2005; Xiao & Fayer, 2008; Santin et 
al., 2008; Xiao, 2010). A excreção de oocistos por vitelos recém-nascidos infectados é 
muito elevada, entre 106 a 107 oocistos por grama de fezes (de Graaf et al., 1999), 
tornando-os responsáveis pelo grande número de oocist s que contaminam o ambiente 
(Fayer et al., 2000). Neste contexto, o gado tem estado particularmente associado a 
pequenos surtos de criptosporidiose entre estudantes de veterinária e tratadores de 
animais, após contacto com animais infectados (Preiser et al., 2003; Gait et al., 2008).  
No Minnesota, EUA, a infecção por Cryptosporidium foi uma das causas de 
enterite em crianças, após frequentarem acampamentos agrícolas (Smith et al., 2004; 
Kiang et al., 2006). No Reino Unido, têm sido descritos vários surtos de 
criptosporidiose, após visitas de lazer a quintas e explorações leiteiras, cuja transmissão 
zoonótica ocorreu na sequência de contacto com gadoinfectado (Ribeiro & Palmer, 
1986; Evans & Gardner, 1996). 
A importância dos animais de companhia, particularmente cães e gatos, na 
transmissão zoonótica da criptosporidiose, não é muito clara. No entanto, o 
desenvolvimento das técnicas moleculares tem permitido aumentar o conhecimento 
acerca do potencial zoonótico deste protozoário (Hunter & Thompson, 2005; Xiao & 
Feng, 2008), principalmente em relação às espécies bem adaptadas ao cão e gato, 
respectivamente, C. canis e C. felis (Caccio et al., 2005; Xiao & Fayer, 2008). Ambas 
as espécies, embora ocasionalmente descritas em imunocomprometidos (Xiao et al., 
2001; Alves et al., 2001a; Alves et al., 2003; Matos et al., 2004; Cama et al., 2007), não 
parecem constituir uma importante fonte de infecção, porque a presença de oocistos nas 
fezes de um animal não é prova de infecção do respectivo dono, pois ambos podem ter 
sido expostos à mesma fonte de infecção, assim como,  facto de o animal poder ter 
sido infectado pelo dono (Caccio et al., 2005; Xiao & Feng, 2008; Lucio-Forster t al., 
2010). No entanto, a adopção de cuidados básicos de higi ne constitui a medida 
preventiva essencial a uma eventual infecção, princi almente em indivíduos 
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imunocomprometidos (Glaser t al., 1998; Robertson et al., 2000; Goh et al., 2004; 
Lucio-Forster et al., 2010). 
 
 
1.4.3.3. TRANSMISSÃO ALIMENTAR  
Os surtos de criptosporidiose de origem alimentar têm sido associados ao 
consumo de alimentos contaminados, particularmente, frutas, leite não pasteurizado, 
vegetais e marisco, por intermédio de água contaminada com fezes humanas e animais 
(Fayer et al., 2004). Esta associação resulta do facto dos alimentos serem consumidos 
crus, sem que lhes seja aplicado previamente qualquer processo térmico de inactivação 
dos oocistos. Por vezes, torna-se difícil estabelecer uma ligação concreta entre o 
consumo de determinado alimento e a infecção, devido ao facto da criptosporidiose 
poder ter um período de incubação alargado (entre quatro a 10 dias) (Dawson, 2005). 
O primeiro surto de criptosporidiose associado ao consumo de alimentos 
contaminados aconteceu em 1993, nos EUA, em que foram identificados 160 casos de 
infecção entre vários participantes de uma feira agícola. A ingestão de cidra obtida a 
partir de maçãs contaminadas, colhidas em zonas onde existiam fezes de bovinos, 
esteve na origem do surto. Neste estudo, detectou-se ainda que, os casos de transmissão 
alimentar estavam na origem de 53 casos secundários, de transmissão antroponótica 
(Millard et al., 1994). 
Diversos casos associados à transmissão da criptosporidiose através de leite não 
pasteurizado foram, também, descritos um pouco por todo o mundo, nomeadamente 
Austrália, EUA e Reino Unido (Elsser t al., 1986; Gelletlie et al., 1997; Harper et al., 
2002). 
Em 1995, foi diagnosticada criptosporidiose em 50 participantes de um evento 
social, após o consumo de salada de frango. A explicação mais provável relativa à 
origem da infecção relaciona-se com o facto de a salada ter sido preparada por um 
colaborador, que também trabalhava numa creche, ond havia mudado as fraldas a uma 
criança (Centers for Disease Control and Prevention, 1996). Foi descrito um surto de 
criptosporidiose semelhante, no qual um colaborador de uma cafetaria, que estava com 
diarreia, preparou frutas e vegetais destinados a serem consumidos crus (Quiroz et al., 
2000). 
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No Perú e na Costa Rica, foram detectados oocistos de Cryptosporidium sp. em 
diversos vegetais como alface, hortelã, coentro, pepino, rabanete, cenoura, salsa e feijão 
mungo, disponíveis para venda em vários mercados locais (Ortega et al., 1997; Calvo et 
al., 2004). Num estudo recentemente efectuado em Valênci , Espanha, foram 
detectados oocistos de Cryptosporidium em alface e repolho chinês, tendo-se apurado 
que a fonte de infecção teria sido a água de rega das culturas (Amoros et al., 2010). 
A transmissão da criptosporidiose tendo como fonte bivalves (ameijoas, ostras, 
berbigão e mexilhão), tornou-se motivo de grande preocupação, dado o elevado número 
de surtos descritos por vários autores em diversos paí es como Irlanda, Inglaterra, 
Espanha e Itália. Os bivalves possuem a capacidade de filtrar grandes volumes de água, 
pelo que quando em água contaminada, retêm um elevado número de oocistos viáveis 
nas suas guelras e tracto gastrintestinal. O grande problema prende-se com o facto deste 
marisco ser, frequentemente, comido cru ou submetido a cozedura durante um curto 
período de tempo, aumentando, desta forma, o risco de transmissão do parasita ao 
Homem (Fayer et al., 2003; Robertson, 2007). Estes estudos demonstraram claramente 
que a presença de oocistos no marisco resultou da exposição às fezes humanas e 
animais, em estuários e regiões costeiras, servindo também como indicador do grau de 
contaminação/qualidade dessas águas (Gomez-Bautista et al., 2000; Freire-Santos et al., 
2000; Lowery et al., 2001; Gomez-Couso et al., 2003; Graczyk et al., 2004). Em 
diversos estados da costa atlântica dos EUA, foram identificadas ameijoas, ostras e 
mexilhões contaminados com oocistos de C. parvum e C. meleagridis, indicativos de 
poluição a partir de fezes humanas e animais (Graczyk et al., 1999a; Fayer et al., 2003). 
Estudos feitos com várias espécies de bivalves, recolhidos aleatoriamente em vários 
locais da costa Portuguesa, revelaram a presença de oocistos de Cryptosporidium spp. 
nestas espécies marinhas, o que levou os autores a concluírem que estes moluscos são 
importantes indicadores de contaminação das águas (Gomez-Couso et al., 2003; Melo et 
al., 2006). Estimativas preliminares sugerem que, anualmente possam ocorrer até seis 
milhões de casos de transmissão de Cryptosporidium por via alimentar na região leste 
do mediterrâneo, e até 27 milhões na região africana (Thompson & Smith, 2011). 
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1.4.3.4. TRANSMISSÃO HÍDRICA  
A ingestão de água contaminada com oocistos viáveis de protozoários do género 
Cryptosporidium, proveniente de reservatórios e cursos de água, está na origem da 
transmissão hídrica de criptosporidiose (Madore et al., 1987). Também em piscinas, 
águas paradas (lagos), e zonas onde são desenvolvidas actividades recreativas (piscinas, 
parques aquáticos), foram descritos vários surtos (Centers for Disease Control and 
Prevention, 1994; Centers for Disease Control and Prevention, 1998). 
O primeiro surto de criptosporidiose ocorreu no Texas, em 1984, na rede pública 
de abastecimento de água (D'Antonio et al., 1985). Contudo, foi com o surto de 
Milwaukee, em 1993, no qual foram infectadas aproximadamente 403.000 pessoas e 
morreram cerca de 100, devido ao consumo de água potável contaminada, que se abriu 
caminho para a realização de procedimentos concretos ao nível da detecção e controlo 
de microrganismos nas redes de água (Mac Kenzie t al., 1994). 
Entre 1984 e 1996, foram documentados na Europa, Jaão, Canadá e EUA, um 
total de 32 surtos de criptosporidiose em água potável (Smith & Rose, 1998). Na 
maioria destes casos, os investigadores identificaram as falhas nas estações de 
tratamento de águas residuais e a ocorrência de fort s chuvadas, como sendo os 
principais responsáveis pelo aumento do número de parasitas na água superficial e nos 
reservatórios de água para abastecimento público (Rose et al., 2002).  
Nos EUA, no período compreendido entre 1988 e 2004, Cryptosporidium foi 
identificado como sendo o principal agente etiológico responsável por 5,5% (12/219) 
dos surtos de gastrenterite associados ao consumo de água potável. Também nestes 
surtos, os autores verificaram que o pico de doença ocorreu entre o início do Verão até 
ao início do Outono (Hlavsa et al., 2005; Yoder & Beach, 2007). 
Na Europa, tem sido mais escasso o número de surtos de criptosporidiose 
relacionados com águas de superfície ou abastecimento. Em Inglaterra, em 1992, 
registou-se um dos primeiros surtos de criptosporidiose, devido à contaminação na rede 
pública de abastecimento de água. Concluiu-se que a el v da precipitação devido à 
época do ano, Dezembro, possa ter conduzido ao arrastamento de oocistos de 
Cryptosporidium e desta forma, ter contaminado a rede pública de água (Atherton et al., 
1995). Em Itália, em 1995, ocorreu um surto de criptos oridiose devido à contaminação 
de um reservatório de água alimentado a partir da re e pública de abastecimento de 
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água, numa comunidade de reabilitação de toxicodepen ntes, com elevado impacto na 
saúde dos indivíduos, pois a grande maioria deles apresentava imunossupressão severa 
induzida por VIH (Pozio et al., 1997). Na Irlanda, entre 2000 e 2001, registaram-se três 
surtos de criptosporidiose com origem na rede de água de abastecimento público, cuja 
causa de contaminação foi uma infiltração de águas residuais nos sistemas de 
distribuição de água potável (Glaberman et al., 2002). Em 2007, ocorreu um novo surto 
de criptosporidiose, com origem na água de abastecimento público e na água 
proveniente de um importante lago irlandês (Pelly t al., 2007). Mais recentemente, na 
Escócia, foi documentada a associação entre um surto de criptosporidiose e o consumo 
de água proveniente de um lago, cujo facto de a águ não ser sujeita a filtração ou 
qualquer outro processo de tratamento, foi considerado um significativo factor de risco 
(Pollock et al., 2008). Em Portugal, em 2009, foi publicado um estudo com os 
resultados da monitorização da presença de Cryptosporidium em águas tratadas e não 
tratadas, provenientes de fontes superficiais e do solo. Foram identificadas as espécies 
de C. andersoni, C. muris, C. hominis e C. parvum, e à semelhança do que aconteceu 
noutros países, os autores deste estudo também concluíram que, qualquer que seja a 
fonte da água para consumo, esta continua a constituir um potencial veículo para a 
transmissão da criptosporidiose. Concluíram ainda, pela importância de se manterem 
apertadas as estratégias preventivas e de controlo das águas (Lobo et al., 2009). 
Durante os últimos vinte anos, nos EUA, Canadá, Reino Unido, Nova Zelândia e 
Austrália, a contaminação de águas de recreio, nomeadamente piscinas públicas e lagos, 
com oocistos de Cryptosporidium spp., tem sido responsável pela transmissão da 
criptosporidiose a mais de 10.000 pessoas. Nos EUA, entre 1988 e 2004, 
Cryptosporidium foi identificado como sendo o agente causal de 33% (63/189) dos 
surtos de gastrenterite associados à contaminação de águas de recreio (Hlavsa et al., 
2005; Yoder & Beach, 2007). Mundialmente, entre 2004 e 2010, foram documentados, 
aproximadamente, 199 surtos de origem hídrica, em que Cryptosporidium spp. foi o 
agente etiológico predominante em cerca de 60,3% (120/199) dos surtos. Verificou-se 
que as fontes de infecção foram águas de recreio contaminadas, principalmente por 
Cryptosporidium spp. em 32,7% (65/199) dos casos (Baldursson & Karanis, 2011). Em 
2009, na Austrália, deu-se o maior surto de criptosporidiose até então documentado 
neste país, no qual 1141 pessoas foram infectadas com Cryptosporidium spp. após 
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frequentarem piscinas públicas. Verificou-se, ainda, que crianças até aos quatro anos de 
idade foram a faixa etária mais susceptível (Waldron et al., 2011). Nas piscinas 
públicas, a associação de diversos factores como a grande percentagem de utilização das 
mesmas, a elevada resistência dos oocistos à cloração, e os acidentes fecais provocados 
por crianças com fraldas ou por indivíduos incontinentes, facilitam a transmissão da 
doença (Centers for Disease Control and Prevention, 2003; Yoder & Beach, 2007; 
Baldursson & Karanis, 2011). 
Com a melhoria das estratégias de tratamento das águas e dos sistemas de 
vigilância, tem-se assistido a uma redução significat va no número de surtos, 
principalmente nos países industrializados. Contudo, esta melhoria provoca uma 
distorção no reflexo do padrão de distribuição global de criptosporidiose, pois assiste-se 
a uma maior prevalência desta parasitose nos países em desenvolvimento, devido aos 
baixos níveis de higiene. Nestes países, a transmissão hídrica de Cryptosporidium deve 
ser também estimada com o máximo de veracidade, para que se possa ter uma noção 
mais real da prevalência deste parasita. 
 
 
1.4.3.5. TRANSMISSÃO MECÂNICA POR VECTORES  
Os insectos também podem servir como vectores mecânicos o transporte de 
oocistos de Cryptosporidium, cuja propagação no ambiente é assim facilitada. Neste 
contexto, o seu papel tem sido menos frequentemente descrito, mas é considerado 
igualmente importante (Xiao, 2009). Baratas, moscas, be ouros e escaravelhos têm sido 
sugeridos como os vectores mais frequentemente implicados na disseminação mecânica 
dos oocistos de Cryptosporidium spp. (Graczyk et al., 1999b; Dillingham et al., 2002; 
Conn et al., 2007). 
 
 
1.4.4. EPIDEMIOLOGIA MOLECULAR DA CRIPTOSPORIDIOSE  
As técnicas de biologia molecular têm-se tornado cada vez mais importantes no 
contexto da epidemiologia das doenças infecciosas. Actualmente, a epidemiologia 
molecular é considerada um ramo da epidemiologia, cuja utilização de técnicas de 
biologia molecular para o estudo da distribuição e dos determinantes de ocorrência da 
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doença nas populações (epidemiologia), permite a car cterização dos agentes, da 
ecologia e da dinâmica de transmissão das doenças (Foxman & Riley, 2001). Antes da 
utilização destas técnicas, a caracterização de Cryptosporidium era efectuada com base 
na observação microscópica da morfologia dos oocistos, na constatação do hospedeiro 
no qual o parasita era encontrado e nos resultados dos estudos de infecção experimental. 
Os dados obtidos destas observações permitiram identif car diversas espécies de 
Cryptosporidium, o que gerou, contudo, enormes controvérsias taxonómicas 
(O'Donoghue, 1995). Nos últimos anos, os métodos moleculares têm sofrido grande 
desenvolvimento, e têm sido aplicados na detecção, genotipagem, subgenotipagem, 
caracterização da transmissão de Cryptosporidium em humanos e animais, para além de 
conduzirem a um maior reconhecimento da importância para a saúde pública das 
diversas espécies/genótipos do parasita e das vária fontes de infecção (Xiao, 2010). 
Os primeiros estudos acerca da diversidade entre estes parasitas centraram-se na 
variabilidade fenotípica encontrada entre isolados de C. parvum de humanos e de gado 
doméstico (bovino, caprino e ovino). A técnica de “Western blotting”, baseada na 
utilização de anticorpos monoclonais e policlonais, permitiu estudar a referida 
variabilidade, após análise da composição antigénica dos isolados de oocistos (Nichols 
et al., 1991; Griffin et al., 1992; Nina et al., 1992). Através da caracterização 
isoenzimática associada ao género Cryptosporidium (Ogunkolade et al., 1993; El-
Ghaysh & Barrett, 1999), observou-se um dimorfismo entre os isolados de origem 
humana e os de origem animal. Contudo, a principal desvantagem desta técnica era a 
necessidade de um elevado número de oocistos, muito difícil de obter na maioria das 
vezes. O problema da escassez de oocistos obtidos a partir das amostras biológicas foi 
ultrapassado com a emergência das técnicas baseadas n  reacção em cadeia da 
polimerase ou PCR (do inglês “polymerase chain reaction”), possibilitando assim, o 
estudo da epidemiologia molecular de Cryptosporidium (Fayer et al., 2000). Com o 
advento desta técnica, e associado ao facto do parasita possuir um genoma 
relativamente pequeno, composto por oito cromossoma e com tamanho total 
aproximado de 10,4 megabases (Abrahamsen, 2001), os investigadores esperam poder 
responder a inúmeras questões relevantes como: i) a definição dos parasitas capazes de 
causar infecção humana, principalmente associada à transmissão zoonótica; ii) a 
frequência de infecções mistas; iii) a manutenção da imunidade e da protecção na 
1.4. Epidemiologia da criptosporidiose 
35 
 
transmissão cruzada; iv) a caracterização da dinâmica de transmissão da infecção em 
diferentes populações e contextos; v) a importância, para a saúde pública, da presença 
de oocistos nas águas de consumo e de recreio; vi) a patogenicidade e virulência 
apresentadas pelas diferentes espécies/genótipos que provocam doença humana; vii) e a 
definição da estrutura populacional e da taxonomia deste género (Xiao, 2010). 
As diferenças entre os isolados de C. parvum de origem humana e bovina foram 
analisadas por Morgan et al. (1995), através da técnica de amplificação de 
polimorfismos de ácido desoxirribonucleico ou DNA (do inglês “deoxyribonucleic 
acid”) de distribuição aleatória ou RAPD (do inglês “random amplified polymorphic 
DNA”). Segundo os autores, os referidos isolados dividiam-se em dois grupos 
principais, um contendo a maioria dos isolados humanos e outro englobando todos os 
isolados bovinos e os restantes isolados humanos. Seguiram-se outras investigações 
semelhantes, nas quais foram aplicadas as técnicas de PCR, RAPD, polimorfismo do 
comprimento de fragmentos de restrição ou RFLP (do inglês “restriction fragment 
length polymorphism”) e sequenciação, à caracterização genética de isolados de C.
parvum de humanos e de outros animais, principalmente bovinos (Carraway et al., 
1996; Deng & Cliver, 1998; Shianna et al., 1998). A análise genética incidiu sobre 
diversos genes, nomeadamente, a SSU rRNA (Xiao et al., 1999; Alves et al., 2001b; 
Xiao et al., 2004b), a proteína de choque térmico de 70 kDA ou HSP70 (do inglês “heat 
shock protein”) (Sulaiman et al., 2000; Gobet & Toze, 2001), a glicoproteína de 60 
kDA ou gp60 (Glaberman et al., 2002; Alves et al., 2003), os genes que codificam a 
proteína da parede do oocisto de Cryptosporidium ou COWP (do inglês 
“Cryptosporidium oocyst wall protein”) (Patel et al., 1998; McLauchlin et al., 1999), a 
proteína de adesão relacionada com a trombospondina de Cryptosporidium-1 ou TRAP-
C1 (do inglês “thrombospondin-related adhesive protein of Cryptosporidium 1”) (Spano 
et al., 1998; McLauchlin et al., 1999), a proteína de adesão relacionada com a 
trombospondina de Cryptosporidium-2 ou TRAP-C2 (do inglês “thrombospondin-
related adhesive protein of Cryptosporidium 2”) (Peng et al., 1997), o gene da β-
tubulina (Widmer et al., 1998; Caccio et al., 1999), o gene da dihidrofolato reductase ou 
DHFR (do inglês “dihydrofolate reductase”) (Gibbons et al., 1998), as regiões dos 
espaçadores internos transcritos ou ITS (do inglês “internal transcribed spacers”) do 
rDNA (Morgan et al., 1999), a análise de micro e minissatélites (Caccio et al., 2000; 
1.4. Epidemiologia da criptosporidiose 
36 
 
Tanriverdi & Widmer, 2006), a actina (Sulaiman et al., 2002) e algumas regiões 
genómicas não codificantes (Bonnin et al., 1996; Leoni et al., 2006). Todos estes 
estudos resultaram num importante ponto comum, que foi a confirmação da existência 
de dois genótipos distintos de C. parvum, o genótipo humano e o genótipo bovino, 
amplamente conservados, com diferentes especificidades de hospedeiro e envolvidos 
em diferentes ciclos de transmissão. Deste modo, o genótipo humano, encontrado em 
isolados de origem humana, estava envolvido num ciclo de transmissão antroponótico, 
ocorrendo exclusivamente entre humanos; e o genótipo bovino, presente em isolados de 
origem humana e de gado doméstico, encontrava-se envolvido na transmissão zoonótica 
(Peng et al., 1997; Patel et al., 1998). 
Adicionalmente aos estudos acima referidos seguiram-se inúmeras 
investigações, com principal interesse no alinhamento e na análise filogenética, 
relativos a cada gene, das sequências nucleotídicas obtidas para os diversos isolados 
caracterizados. A evidência de sequências únicas, que ostentavam diferenças 
significativas entre si, mostrou que C. parvum é uma espécie constituída por vários 
genótipos distintos, aos quais foi dado o nome do hospedeiro no qual os isolados foram 
identificados. Deste modo, para além dos dois genótipos acima referidos, foram 
identificados muitos outros, adaptados ao respectivo hospedeiro, assim como evidência 
adicional da validade das restantes espécies de Cryptosporidium descritas 
anteriormente, nomeadamente C. meleagridis, C. wrairi, C. felis, C. baileyi, C. 
saurophilum, C. andersoni, C. canis, C. hominis, C. molnari, C. serpentis, C. bovis, C. 
scophithalmi, C. suis e C. galli (Tyzzer, 1907; Tyzzer, 1912; Slavin, 1955; Vetterling et 
al., 1971; Iseki, 1979; Levine, 1980; Current et al., 1986; Koudela & Modrý, 1998; 
Pavlasek, 1999; Lindsay et al., 2000; Fayer et al., 2001; Morgan-Ryan et al., 2002; 
Alvarez-Pellitero & Sitjà-Bobadilla, 2002; Ryan et al., 2004; Alvarez-Pellitero et al., 
2004; Fayer et al., 2005). 
O polimorfismo genético entre as espécies de Cryptosporidium está a ser 
detectado a uma velocidade continuamente crescente, no entanto, nem todas as espécies 
apresentam o mesmo grau de divergência genética entre si. A ampla utilização das 
técnicas moleculares, fundamentais para a caracterização biológica detalhada, tem 
permitido avaliar a extensão dessa divergência, ao ponto de sugerir que determinado 
genótipo possa constituir uma espécie diferenciada. A extensão da diversidade genética
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 encontrada entre os diferentes genótipos, associada à incerteza da classificação 
taxonómica, preconizou que a designação C. parvum seria unicamente utilizada para 
designar os isolados infectados pelo genótipo bovino. Por outro lado, Peng et al. (1997) 
descreveram dois ciclos de transmissão distintos de C. parvum, tendo ainda verificado 
que o genótipo humano de C. parvum não era infectante para bovinos e roedores. 
Estudos subsequentes mostraram diferenças significativas ao nível da patogenicidade 
induzida pelos dois genótipos, humano e bovino. Para além disso, verificou-se que os 
dois genótipos de C. parvum se encontravam geneticamente distantes, pelo que Morgan-
Ryan et al. (2002) descreveram o genótipo humano de C. parvum como uma espécie 
distinta, que denominaram de C. hominis. Por sua vez, os isolados infectados pelos 
restantes genótipos seriam identificados com o nome do género, seguido do nome do 
hospedeiro no qual foram encontrados (Xiao et al., 2002; Plutzer & Karanis, 2009). Na 
sequência da utilização destas técnicas, conseguiu-se efectuar a caracterização de 
isolados morfologicamente indistinguíveis, que estavam na origem da infecção humana 
e hoje sabe-se, que as espécies C. parvum e C. hominis são as principais responsáveis 
pela maior parte das infecções no Homem (Morgan et al., 1995; Bonnin et al., 1996; 
Peng et al., 1997; Gibbons et al., 1998; Spano et al., 1998; Caccio et al., 1999; 
McLauchlin et al., 1999; Alves et al., 2000; Alves et al., 2001b; Alves et al., 2003). 
Apesar de inúmeras questões ainda permanecerem sem re posta, os estudos de 
epidemiologia molecular da criptosporidiose têm possibilitado a compreensão da 
genética dos microorganismos que constituem o género Cryptosporidium, das fontes da 
infecção humana, do impacto destes parasitas em saúde pública, da existência de vários 
ciclos de transmissão distintos no homem, e têm desempenhado, igualmente, um papel 
importante na caracterização da dinâmica da transmissão em áreas endémicas e 
epidémicas (Xiao & Ryan, 2004; Thompson & Smith, 2011). 
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1.5. ASPECTOS CLÍNICOS DA CRIPTOSPORIDIOSE HUMANA  
A criptosporidiose é uma das infecções entéricas mais comuns nos países 
desenvolvidos e em desenvolvimento. Em indivíduos imunocompetentes e 
imunocomprometidos, a característica clínica mais evidente desta patologia é a diarreia, 
cujos principais responsáveis são parasitas do género Cryptosporidium. Apenas 10 
oocistos podem ser suficientes para causar infecção num indivíduo imunocompetente, 
de forma assintomática ou sintomática, e apresentando neste último caso, evolução 
aguda e autolimitada acompanhada de diversas manifestações gastrenterológicas 
(Okhuysen et al., 1999; Chen et al., 2002). O período de incubação da doença pode 
variar entre três a sete dias, dependendo de uma cobinação de factores do hospedeiro e 
do parasita (Tzipori & Ward, 2002). Normalmente, a di rreia é profusa e aquosa, 
podendo conter muco, mas raramente sangue e leucócitos, e está muitas vezes associada 
a perda de peso. Outros sintomas menos comuns incluem dor abdominal, náuseas, 
vómitos e febre baixa. Ocasionalmente podem surgir mialgias, astenia, mal-estar, 
cefaleias e anorexia. A sintomatologia dura entre três a 14 dias, embora possa ocorrer, 
ocasionalmente, durante mais alguns dias (Leav et al., 2003). A duração e gravidade 
desses sintomas dependem de diversos factores, sendo o mais importante o estado 
imunológico do hospedeiro (Current & Garcia, 1991). 
Num estudo efectuado em voluntários saudáveis, observou-se que o número de 
oocistos excretados por indivíduos com diarreia foi cerca de 50 vezes superior ao 
eliminado por portadores assintomáticos ou com sintomas menos severos. Observou-se 
ainda que, durante a fase de diarreia e após a infecção, a eliminação de oocistos nas 
fezes foi, com frequência, intermitente. Os autores concluíram que o período de 
excreção dos oocistos coincide com a fase de diarreia, podendo prolongar-se por duas 
ou três semanas após o desaparecimento da sintomatol gi  gastrintestinal (Chappell et 
al., 1996). 
A criptosporidiose em doentes imunocomprometidos, nmeadamente com sida, 
sujeitos a quimioterapia, transplantados e com alteraçõ s hematológicas, produz um 
quadro clínico com algumas diferenças relativamente à população imunocompetente, no 
que se refere à gravidade e cronicidade da diarreia, assim como à localização extra-
intestinal da infecção (Gentile t al., 1991; Hunter & Nichols, 2002; Chalmers & 
Davies, 2010). Em indivíduos coinfectados por VIH e Cryptosporidium, o espectro da 
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doença correlaciona-se com a contagem dos linfócitos T CD4+, podendo apresentar 
várias manifestações: 
a) doença fulminante, em indivíduos com contagem de linfócitos T CD4+ 
inferior a 50 células/mm3. A perda de líquidos nas fezes é superior a dois litro  por dia, 
conduzindo a alterações do equilíbrio hidro-electrolític , desidratação grave, caquexia e, 
eventualmente, morte (Flanigan et al., 1992; Blanshard et al., 1992; Colford et al., 
1996); 
b) doença crónica, em indivíduos com contagem de linfócitos T CD4+ inferior a 
140 células/mm3. Diarreia aquosa profusa, com duração superior a dois meses, em 
simultâneo com acentuada perda de peso, desidratação e má absorção, constituem as 
manifestações mais evidentes (Flanigan et al., 1992; Blanshard et al., 1992; Colford et 
al., 1996); 
c) doença autolimitada, em indivíduos com contagem de linfócitos T CD4+ 
superior a 180 células/mm3. A manifestação mais evidente é uma diarreia aquosa 
profusa, de duração inferior a dois meses, seguida de completa remissão dos sintomas e 
interrupção da excreção de oocistos (Flanigan et al., 1992; Blanshard et al., 1992; 
Colford et al., 1996); 
d) doença caracterizada por acentuada perda de peso, febre e dores abdominais, 
sem diarreia. Ocorre em indivíduos com contagem de linfócitos T CD4+ superior a 400 
células/mm3 (valor de referência) e, na maioria das situações, a identificação do parasita 
nas fezes ou por biópsia intestinal ocorre por acaso (Blanshard et al., 1992).   
Nos EUA, realizou-se um estudo, com duração de 10 anos, em que se verificou 
que, de entre 16.953 pessoas infectadas por VIH, cerca de 3,8% tinham criptosporidiose 
(Sorvillo et al., 1994). Num estudo multicêntrico efectuado entre vários países da 
Europa, os dados mostram que a criptosporidiose parce afectar cerca de 6,6% dos 
indivíduos coinfectados por VIH (Pedersen et al., 1996). Em Portugal, após um estudo 
efectuado em 465 pessoas infectadas por VIH com diarreia, Matos et al. (1998) 
mostraram que o valor de prevalência da criptosporidiose era de 8%. 
Nas crianças, a criptosporidiose constitui uma das principais causas de diarreia, 
particularmente nos países em desenvolvimento nos quais a doença é endémica 
(Newman et al., 1994), surgindo com maior frequência em idade infrior a dois anos 
(Chalmers & Davies, 2010). Um estudo efectuado no Bangladesh corrobora bem esta
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diferenciação, em que 96% (44/46) das crianças com infecção por Cryptosporidium 
tinham idade inferior a dois anos (Khan et al., 2004). Nos países industrializados, a 
maioria dos casos são detectados em crianças com idade nferior a cinco anos, mais 
tardiamente do que nos países em desenvolvimento, presumivelmente devido às 
melhores condições de higiene existentes (Sulaiman et al., 2005). Investigadores 
italianos estudaram as particularidades da infecção por Cryptosporidium em crianças 
infectadas por VIH. Concluíram que, nas crianças que tinham coinfecção pelos dois 
microrganismos, a duração da sintomatologia, nomeadamente de diarreia, foi mais 
prolongada do que nas crianças que apresentavam diarreia por outras causas (Guarino et 
al., 1997). 
Para além de desenvolverem formas graves de doença gastrintestinal típica, os 
infectados por VIH podem desenvolver apresentações atípicas da doença, em locais do 
organismo que normalmente não são afectados nos imunocompetentes. Estas 
localizações extra-intestinais podem ser ao nível do estômago, sistema biliar, pâncreas 
ou aparelho respiratório (Hunter & Nichols, 2002). O envolvimento gástrico é, 
provavelmente, mais comum do que o que está descrito, mas a detecção do parasita 
apresenta um grau de dificuldade acrescido devido à frequente ausência de 
sintomatologia e, depende da realização de endoscopia gástrica com biópsia. Uma das 
complicações mais problemáticas ao nível do estômago relaciona-se com a ocorrência 
de estenose do antro, condicionando o esvaziamento gás rico e absorção de nutrientes 
(Garone et al., 1986; Cersosimo et al., 1992). A criptosporidiose biliar é a forma mais 
comum de doença extra-intestinal, cujo número total de casos é ainda desconhecido, 
devido ao facto do diagnóstico depender do recurso a técnicas invasivas, que não são 
realizadas por rotina (Hunter & Nichols, 2002; Chen et al., 2002). Após o surto de 
criptosporidiose em Milwaukee, em 1993, Vakil et al. (1996) verificaram que 88% dos 
doentes coinfectados por VIH e Cryptosporidium apresentavam manifestações clínicas 
de envolvimento das vias biliares, com contagem de linfócitos T CD4+ inferior a 50 
células/mm3. Godwin (1991) sugeriu, após um conjunto de autópsias efectuadas a 
doentes infectados, que a pancreatite também poderia estar associada à coinfecção por 
Cryptosporidium e VIH. A dificuldade em efectuar o diagnóstico ainda não permitiu 
confirmar esta evidência, pois até à data só se encontra descrito em análises post-
mortem (Godwin, 1991). Diversos autores têm descrito a presença de oocistos de
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Cryptosporidium em secreções respiratórias de doentes infectados por VIH, associada a 
sintomas como tosse, dispneia, febre e dor na região torácica. Num estudo realizado em 
Espanha, verificou-se que 16,28% dos doentes com sida e com diarreia crónica 
associada a Cryptosporidium, apresentavam oocistos deste parasita na expectoração 
(Lopez-Velez et al., 1995). Contudo, diversos exames mostraram a coexistência de 
outros microrganismos no aparelho respiratório como Mycobacterium tuberculosis, 
Pneumocystis jirovecii e citomegalovírus, o que dificultou o esclarecimento destas 
observações clínicas relativamente à criptosporidiose como causa de doença 
respiratória. 
Doentes com neoplasias hematológicas e sob quimioterapia, transplantados de 
medula óssea e de órgãos sólidos, e doentes hemodialisados, constituem outro grupo 
particular, que pelo facto de também serem imunocompr etidos, são bastante 
susceptíveis à criptosporidiose (Gentile et al., 1991; Tanyuksel et al., 1995; Seyrafian et 
al., 2006). Outras doenças que estão associadas a um maior risco de criptosporidiose 
grave, são as imunodeficiências primárias, que afectam linfócitos T e B, as 
imunodeficiências relacionadas com os anticorpos, as imunodeficiências do sistema 
complemento, e as alterações relacionadas com o número e função dos fagócitos 
(Hunter & Nichols, 2002). 
Apesar de todo o envolvimento extra-intestinal que a criptosporidiose parece 
determinar, a fisiopatologia da diarreia associada à infecção por Cryptosporidium na 
célula epitelial parasitada é complexa. Os mecanismos exactos de diarreia neste 
contexto ainda não se encontram totalmente clarificdos, todavia, esta parece ser 
principalmente uma consequência de (1) atrofia grave das vilosidades, que diminui a 
absorção, e de (2) alterações no transporte dos electrólitos, conduzindo à libertação de 
mediadores inflamatórios. A etiologia multifactorial dependente da interacção parasita-
hospedeiro e da resposta imunitária gerada, são outr s dois factores que promovem a 
complexidade da patologia (Chen t al., 2002; Gookin et al., 2002; Tzipori & Ward, 
2002; Chalmers & Davies, 2010). A fixação do parasita ao nível da membrana 
plasmática apical dos enterócitos parece constituir o pré-requisito para as subsequentes 
sequelas da infecção, estando na origem de alterações estruturais e funcionais no 
epitélio intestinal (Laurent et al., 1997; Gookin et al., 2002; Tzipori & Ward, 2002). A 
principal ocorrência é a atrofia das vilosidades, com perda contínua do epitélio de
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absorção (diminuição do número de enterócitos), de que resulta o encurtamento e fusão 
das vilosidades, assim como hiperplasia e alongamento das células das criptas. O 
surgimento de infiltrações de células na lâmina própria acompanha estes 
acontecimentos, que no seu conjunto determinam a ocorrência de fenómenos de má 
absorção de fluidos, electrólitos e nutrientes a partir do lúmen intestinal, conduzindo à 
perda de enzimas digestivas da membrana (Chen et al., 2002; Tzipori & Ward, 2002). 
Alguns estudos descrevem que a natureza secretória da diarreia é induzida pela 
produção de prostaglandinas e citocinas, com capacidade para inibir a absorção de 
cloreto de sódio e induzir a secreção de iões cloreto e iões bicarbonato ao nível dos 
enterócitos (Argenzio et al., 1993; Chen et al., 2002). Outros estudos propõem a 
presença de enterotoxinas como causa da diarreia, mas até à data este facto ainda não foi 
conclusivamente demonstrado (Guarino et al., 1995; Chen et al., 2002). 
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1.6. DIAGNÓSTICO DA CRIPTOSPORIDIOSE  
O diagnóstico diferencial da criptosporidiose deve ser considerado em qualquer 
doente que apresente diarreia aguda ou persistente, specialmente, se ocorrer 
simultaneamente numa pessoa com o sistema imunitário imunocomprometido. O 
principal problema reside no facto de a sintomatologia gastrintestinal inicial desta 
doença ser comum a outras patologias do mesmo foro, causadas por microrganismos 
como enterobactérias, vírus e outros parasitas. Desta forma, o diagnóstico definitivo 
requer sempre a identificação microscópica de oocistos de Cryptosporidium spp. em 
amostras fecais. Dados clínicos, imunológicos, endoscópicos e técnicas moleculares 
também desempenham um importante papel no diagnóstico e avaliação clínica da 
criptosporidiose. Quando existe suspeita de criptosporidiose extra-intestinal, a pesquisa 
de oocistos é efectuada noutras amostras que não as fecai , como aspirado duodenal, 
bílis, lavado brocoalveolar e expectoração (Chen et al., 2002).  
 
 
1.6.1. DIAGNÓSTICO HISTOLÓGICO  
O diagnóstico da infecção por Cryptosporidium, no Homem e noutros animais, 
começou por ser efectuado por meio da observação hist lógica das formas de 
desenvolvimento intracelular, em material de autópsia ou em biópsias de tecido 
intestinal. Nestas amostras, a coloração de Giemsa e de hematoxilina-eosina 
constituíram os métodos histoquímicos mais utilizados (O'Donoghue, 1995). 
O recurso à microscopia electrónica de transmissão permite a observação 
detalhada da ultra-estrutura do parasita, e respectiva localização no interior dos 
vacúolos parasitóforos, tal como a microscopia electrónica de varrimento pode ser 
usada para confirmação da infecção (O'Donoghue, 1995; Chen et al., 2002). Contudo, 
estas técnicas são demasiado dispendiosas, morosas e apresentam baixa sensibilidade, 
porque apenas pequenas amostras de tecidos podem ser xaminadas, para além de que a 
infecção não se distribui uniformemente por todos os tecidos, particularmente nas 
situações de carga parasitária reduzida (O'Donoghue, 1995; Chen et al., 2002). Apesar 
da utilidade destas técnicas para investigar as alterações histológicas e citológicas que 
acompanham uma infecção por parasitas do género Cryptosporidium, não são utilizadas 
no diagnóstico de rotina (O'Donoghue, 1995; Chen et al., 2002). 
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1.6.2. DIAGNÓSTICO COPROLÓGICO  
Actualmente, o diagnóstico da criptosporidiose é efectuado por observação 
microscópica do material fecal, para detecção de oocistos de Cryptosporidium spp. Em 
1981, foi introduzida a coloração de Ziehl-Neelsen, como sendo a técnica de referência 
para o diagnóstico quantitativo da criptosporidiose (Henriksen & Pohlenz, 1981). 
Posteriormente foram introduzidas algumas modificações, mas de um modo geral, esta 
técnica permite a associação entre um método de colheita de produto biológico não 
invasivo, com outro de coloração diferencial de execução simples. Após a colheita das 
amostras fecais, os oocistos são concentrados e proc de-se à coloração propriamente 
dita. À fixação na lâmina com metanol, sucede-se a coloração com fucsina básica 
fenolada, a qual é retida pelos oocistos após a descoloração pelo álcool-ácido. Esta 
particularidade permite diferenciar os oocistos do restante material fecal após coloração 
de contraste com verde-malaquite ou azul-de-metileno. A observação ao microscópio 
óptico, com ampliação de 200 ou 400 vezes, permite evidenciar os oocistos, que se 
apresentam como pequenas estruturas coradas de cor-de-r sa, de diâmetro 
compreendido entre 4 a 6 µm, contrastando com o restante material fecal cuja cor é dada 
pelo corante de contraste. Nalguns oocistos podem-se observar, internamente, 
esporozoítos e corpos residuais, que apresentam coloração mais escura, particularmente 
evidenciados se a observação for efectuada com a objectiva de imersão (ampliação de 
1000 vezes) (Casemore et al., 1985b). 
A coloração diferencial dos oocistos de Cryptosporidium spp. pode ser efectuada 
com recurso a outros métodos, nomeadamente, o método auramina-fenol/fucsina, o 
método de Kinyoun modificado ou a coloração com safranina e azul de metileno (Ma & 
Soave, 1983; Baxby et al., 1984; Casemore t al., 1985b; Fayer et al., 2000). As 
estruturas evidenciadas por estes métodos de coloração devem ser cuidadosamente 
observadas, pelo facto de se conseguir fazer a distinção entre os oocistos de 
Cryptosporidium spp. e estruturas semelhantes, como glóbulos de gordura e esporos 
bacterianos (Casemore, 1991). A obtenção de resultados falsos positivos pode ocorrer 
quando é utilizado excesso de corante na preparação (semelhança com células de 
leveduras), ou quando se efectuam observações a freco, de preparações fecais para a 
identificação de oocistos (semelhança com leveduras e e poros de fungos) (Casemore, 
1991).
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Numa situação aguda de criptosporidiose, a excreção de oocistos é muito 
elevada pelo que, usualmente, não há necessidade de se r correr a processos de 
concentração de oocistos. Contudo, a excreção de oocist s não é contínua durante todo 
o curso da infecção, pelo que a sua detecção por microscopia convencional poderá estar 
comprometida, nas situações de infecção ligeira ou nos casos assintomáticos. Neste 
sentido, torna-se necessário recorrer a técnicas de concentração de oocistos presentes 
nas amostras fecais (Casemore, 1991). Encontram-se de critos vários métodos, 
nomeadamente, flutuação por gradientes de sucrose e separação em colunas de vidro, 
separação por gradientes de Percoll, extracção com for ol-éter, separação por 
gradientes de césio, entre outros (Waldman et al., 1986; Heyman et al., 1986; Weber et 
al., 1992; Suresh & Rehg, 1996; Fayer et al., 2000). Estes métodos incluem sempre um 
passo de remoção de gorduras e de detritos fecais, que podem interferir com a sua 
sensibilidade, de forma a evitar coloração ou fluorescência de fundo. Contudo, existem 
diferenças de sensibilidade entre os diferentes métodos, no que se refere ao 
processamento das amostras, podendo ocorrer perdas na recuperação dos oocistos, que 
resultam numa diminuição da sensibilidade do diagnóstico (Weber et al., 1992; Fayer et 
al., 2000). Apesar de terem grande utilidade para a detecção de oocistos, nenhum destes 
métodos permite a identificação da espécie de Cryptosporidium (Jex et al., 2008). 
 
 
1.6.3. DIAGNÓSTICO IMUNOLÓGICO  
Os métodos imunológicos surgiram nos últimos anos, aplicados principalmente à 
detecção de oocistos de Cryptosporidium por intermédio de anticorpos monoclonais, 
através de técnicas de imunofluorescência e imunoenzimáticas. Incluem reacções de 
aglutinação com látex (pesquisa de oocistos), imunofl orescência com anticorpos 
policlonais ou monoclonais (detecção de oocistos e antigénios), testes de ELISA (do 
inglês “enzyme-linked immunosorbent assay”) (detecção de oocistos e antigénios), 
hemaglutinação passiva reversa (detecção de antigénios) e testes imunocromatográficos 
(detecção de antigénios), apresentando estes ensaios algumas vantagens, no que se 
refere à detecção de oocistos e ao diagnóstico da criptosporidiose (Fayer et al., 2000; 
Jex et al., 2008). A principal limitação do uso dos testes imunológicos relaciona-se com 
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a probabilidade de ocorrência de reacções cruzadas com outros microrganismos, 
originando resultados falsos positivos (Fayer et al., 2000). 
As técnicas de imunofluorescência permitem identificar de forma fácil e rápida 
os oocistos nos esfregaços fecais, após a marcação com anticorpos monoclonais. 
Actualmente, existem diversos “kits” comercializados, para a detecção de oocistos de 
Cryptosporidium em amostras ambientais ou fecais, contudo, o seu elevado preço e a 
necessidade obrigatória de utilização de um microscópio de fluorescência para a leitura 
dos esfregaços, constituem desvantagens à utilização destas técnicas. Existe, ainda, 
alguma controvérsia relativamente à sensibilidade destas técnicas quando comparadas 
com a coloração diferencial, pois embora alguns autores reportem a imunofluorescência 
como sendo a técnica mais sensível, outros descrevem sensibilidades semelhantes entre 
ambas (Alles et al., 1995; Fayer et al., 2000). 
Os testes imunoenzimáticos visam detectar antigénios de Cryptosporidium e, de 
um modo geral, permitem analisar simultaneamente um grande número de amostras. 
Contudo, apresentam sensibilidade inferior às técnicas de imunofluorescência, para 
além de terem alguns problemas de especificidade, pelo facto de que não permitirem a 
identificação morfológica dos parasitas (Casemore, 1991; Jex et al., 2008). 
 
 
1.6.4. CITOMETRIA DE FLUXO  
A citometria de fluxo é uma tecnologia baseada em lasers, que são utilizados 
para analisar múltiplos parâmetros das células individuais dentro das populações 
heterogéneas, nomeadamente, no que se refere ao tamanho, lobularidade e 
granulosidade. A aplicabilidade desta tecnologia é muito variada e extensa, sendo usada 
para imunofenotipagem (imunofluorescência associada à marcação com anticorpos 
monoclonais), análise de ploidia, contagem de células, análise dos organelos celulares, 
estudos funcionais (potenciais de membrana, prolifeação celular, medição do fluxo de 
cálcio), entre outras utilizações (Jaroszeski & Radcliff, 1999). 
Esta tecnologia combina a dimensão da amostra, a velocidade de aquisição de 
dados, a precisão e a multiplicidade de medição, o que permite descrever o citómetro 
como um conjunto de quatro sistemas interligados: o sistema de fluidos (transporta as 
partículas a partir de uma amostra, através do instrumento, para a análise) (figura 6a), o 
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sistema de lasers (fonte de iluminação para a dispersão e emissão da fluorescência) 
(figura 6b), o sistema de óptica e detectores (recolh  e direcciona a luz) (figura 6c) e o 
sistema de armazenamento de dados e computador (converte os sinais provenientes dos 
detectores em dados digitais e executa a análise necessária) (figura 6d) (Picot et al., 
2012). Quando as células passam pela fonte de excitação, a dispersão da luz laser é 
efectuada em diversos ângulos, consoante o tipo de células que está a ser analisado. A 
dispersão da luz para a frente ou FSC (do inglês “forward angle light scatter”) ocorre 
em pequenos ângulos, 1-8º e 1-19º, como resultado d difracção da luz, a qual fornece, 
essencialmente, informação acerca da morfologia celular, correlacionando-se com o 
tamanho diferencial relativo (lobularidade) das células (figura 6e). A dispersão lateral 
da luz laser ou SSC (do inglês “side angle light scatter”) é efectuada em ângulos 
maiores, 90º, como resultado da refracção da luz e corr laciona-se com a capacidade de 
cada célula em dispersar/despolarizar a luz, sendo um óptimo indicador da 
granulosidade dentro do citoplasma das células, bemco o de irregularidades na 
superfície da membrana (figura 6e). A luz dispersa  a fluorescência são recolhidas pelo 
sistema óptico e electrónico, que converte os sinais de luz em informação que é 
guardada no sistema de armazenamento de dados e no computador, após o que é 
efectuada a respectiva análise gráfica (figura 7). 


























FIGURA 6. Citometria de fluxo. Princípios de citometria de fluxo, que combina os 
sistemas de fluidos, de lasers, de óptica e detectores, e o sistema de armazenamento de 
dados e computador. FL1 (fluorescência verde), FL2 (fluorescência amarela), FL3 
(fluorescência laranja), FL4 (fluorescência vermelha), FSC (“forward scatter light”) e 
SSC (“side scatter light”) [Adaptado de Picot et al. (2012)]. 
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FIGURA 7. Populações de células sanguíneas. Após análise de uma amostra de sangue 
no citómetro de fluxo, as populações de células distribuíram-se de acordo com as suas 
propriedades em dispersar a luz e emissão de fluorescência. NK- do inglês “natural 
killer” (original da autora). 
 
 
Esta técnica foi utilizada pela primeira vez por Vesey et al. (1991), num estudo 
em que diversas amostras de água tratada e não tratada foram analisadas por 
microscopia de fluorescência e por citometria de fluxo. Esta última técnica revelou-se 
mais rápida e fácil de executar do que a microscopia de fluorescência, no entanto, foi 
necessário proceder a uma melhoria na sua sensibilidade antes de poder ser utilizada 
como técnica de rotina para monitorizar a qualidade da água potável. Posteriormente, 
diversos estudos foram efectuados, nomeadamente a associ ção entre a citometria de 
fluxo e a separação imunomagnética, cuja combinação se revelou mais sensível do que 
as tradicionais técnicas de concentração de oocistos, nomeadamente, concentração por 
formol-éter (Power et al., 2003; Hsu et al., 2005). 
A citometria de fluxo tem sido utilizada por diversos autores para a detecção de 
oocistos de Cryptosporidium em amostras fecais e ambientais, pelo facto de ser um 
método com sensibilidade muito superior à das técnicas de imunofluorescência 
convencionais, e de permitir a análise de um elevado número de amostras (Arrowood et 
al., 1995; Vesey et al., 1997; Valdez et al., 1997; Hsu et al., 2005; Barbosa et al., 
2008). Para além da utilização de citometria de fluxo para a detecção e contagem dos 
oocistos, os desenvolvimentos recentes têm apontado p ra uma abordagem baseada na 
1.6. Diagnóstico da criptosporidiose 
50 
 
coloração e contagem de esporozoítos de culturas in vitro, permitindo o estudo da 
dinâmica da infecção e quantificação da taxa de invasão da célula hospedeira (Feng et 
al., 2006). Esta aplicação constitui um avanço muito positivo, pois os estudos 
detalhados do esporozoíto, imediatamente antes e depois da invasão da célula 
hospedeira, podem ser relevantes no que concerne ao desenvolvimento de agentes 
farmacoterapêuticos contra Cryptosporidium. 
 
 
1.6.5. TECNOLOGIA X MAP® 
As tecnologias que utilizam microesferas em suspensão uma matriz, tal como a 
tecnologia xMAP, constituem sistemas de alto rendimento, capazes de executar a 
avaliação multianalítica de uma enorme variedade de bio nsaios, como é o caso da 
plataforma Luminex (Olsson et al., 2005; Skogstrand et al., 2005; Datta & Opp, 2008; 
Melinceanu et al., 2009). Esta tecnologia foi desenvolvida com base nos princípios de 
citometria de fluxo e de ELISA. Tal como a citometria de fluxo, esta técnica utiliza 
componentes comuns ao citómetro como os lasers, fluidos e óptica. No entanto, ao 
contrário dos ensaios de citometria de fluxo, que utilizam uma combinação de 
microsferas de diferentes tamanhos e intensidades de cor, a tecnologia xMAP utiliza 
microsferas de poliestireno de uma única dimensão, 5,6 µm (figura 8), internamente 
coradas com misturas de fluoróforos vermelho e infrave melho, de forma a criar 100 
cores distintas. Cada microsfera tem assim, um código de espectro, de acordo com o seu 
conteúdo vermelho/infravermelho, o que permite ler até 100 analitos diferentes numa 
única reacção. Tal como a ELISA, os ensaios são efectuados em placas de 96 poços 
(Dunbar, 2006). 










FIGURA 8. Microsfera de poliestireno. Microsfera utilizada n tecnologia xMAP®, com 
5,6 µm de diâmetro (Adaptado de http://www.luminexcorp.com/TechnologiesScience/ 
xMAPTechnology/, acedido a 22 de Fevereiro de 2013). 
 
Após serem colocadas em suspensão, as microesferas (figura 9a) são cobertas 
com o anticorpo ou reagente de captura (figura 9b), após o que é adicionada a amostra 
que contém o antigénio a analisar (figura 9c), seguida do anticorpo de detecção marcado 
com estreptavidina-ficoeritrina (figura 9d). O ensaio é processado e avaliado num 
equipamento Luminex, semelhante ao apresentado na figura 10, que combina dois 
lasers, verde [532 nanómetros (nm)] e vermelho (635 nm), fluidos, quatro detectores 
ópticos e o sistema de processamento de sinal em tempo real. No interior deste 
equipamento existe um analisador que pipeta o poço onde ocorrem as reacções, e à 
medida que as esferas passam num fluxo laminar, pelos dois lasers, os seus corantes 
fluorescentes são excitados, sendo a leitura da microesfera (alvo) efectuada pelo laser 
vermelho e a detecção da quantidade do alvo determinada por excitação da 
estreptavidina-ficoeritrina pelo laser verde. A medição da intensidade de fluorescência 
do ensaio e a discriminação entre microesferas individuais ou agregados das mesmas, é 
efectuada por intermédio dos quatro detectores ópticos. O processamento dos resultados 
é efectuado em tempo real, por intermédio do “software” do próprio equipamento 
(Dunbar, 2006). 
5,6 µm 















Figura 9. Microesferas de poliestireno em suspensão. Marcação das microesferas de 
poliestireno (a) com os anticorpos de captura (b) e de detecção (d) e o antigénio (c) 
(Adaptado de http://www.luminexcorp.com/TechnologiesScience/xMAPTechnology/, acedido a 26 de 
Fevereiro de 2013). 
 
A rápida aquisição de dados, exactidão/precisão, eficiência e flexibilidade 
constituem as principais vantagens desta tecnologia. A grande sensibilidade, associada a 
controlos de qualidade representativos, permite a obtenção de resultados mais rápidos e 
reprodutíveis do que os efectuados em matrizes de fase sólida. O facto de permitir a 
obtenção de maior número de dados por amostra, em mnos tempo, quando em 
comparação com outras técnicas como a ELISA, para além da necessidade de 
quantidade reduzida de amostra, permite diminuir os custos associados. Esta tecnologia 
possibilita a utilização de painéis facilmente modificados, com maior ou menor número 
de testes, e com multiformatos variados (DNA, imunoensaio, enzimas, receptor-
ligando), enfatizando a sua versatilidade e flexibilidade. 


























Figura 10. Plataforma Luminex. Equipamento Luminex, que combina dois lasers (532 
nm e 635 nm), fluidos, quatro detectores ópticos e  sistema de processamento de sinal 
em tempo real (Adaptado de www.luminexcorp.com/prod/groups/public/do ument/lmnxcorp/luminex-
100-200.jpg, acedido a 26 de Fevereiro 2013). 
 
Neste sentido, tem sido vasta a aplicação desta tecnologia em diversas áreas. 
Skogstrand et al. (2005) utilizaram esta tecnologia para dosear diversos marcadores 
inflamatórios e factores de crescimento no sangue de recém-nascidos, para o 
diagnóstico de patologias congénitas específicas. N situações em que a amostra de 
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sangue é reduzida, como é o caso dos recém-nascidos, a utilização da tecnologia xMAP 
constituiu uma mais-valia, ao permitir o doseamento de diversos analitos a partir de 
uma única amostra de sangue. No contexto das doenças neurológicas, como na doença 
de Alzheimer, a tecnologia xMAP tem sido aplicada no doseamento de diversos 
biomarcadores no líquido cefalorraquidiano (Olsson et al., 2005), ou na quantificação 
de múltiplas citocinas em regiões específicas do cérebro de murganhos (Datta & Opp, 
2008). A aplicação desta tecnologia ao estudo do perfil imunológico dos mediadores 
imunes (citocinas, quimiocinas e factores de crescimento), em doentes com carcinoma 
da laringe, constitui outra aplicação recente (Melinc anu et al., 2009). 
No contexto da infecção por Cryptosporidium, a plataforma Luminex tem sido 
utilizada para a identificação deste parasita em amostras ambientais e de fezes 
(Bandyopadhyay et al., 2007), assim como na quantificação de anticorpos pre entes na 
saliva, relativos à resposta imune a determinados microrganismos, entre eles, 
Cryptosporidium (Griffin et al., 2011). A aplicação conjunta da plataforma Luminex e 
da PCR para a detecção de diversos parasitas intestinais, nomeadamente 
Cryptosporidium, tem sido outra vertente de aplicabilidade (Li et al., 2010; Taniuchi et 
al., 2011). No entanto, as potencialidades da tecnologia xMAP têm sido pouco 
exploradas no contexto da infecção por C yptosporidium, principalmente no que 
concerne à resposta imune, sendo necessários estudos futuros que abordem a análise do 
perfil imunológico da infecção causada por este parasita no organismo hospedeiro. 
 
 
1.6.6. DIAGNÓSTICO MOLECULAR  
A abordagem histológica, coprológica e imunológica no contexto da infecção 
por Cryptosporidium tem algumas limitações, principalmente pelo facto de não permitir 
a identificação da espécie ou genótipo do parasita responsável pela infecção. 
Consequentemente, o desenvolvimento dos métodos moleculares tem permitido efectuar 
um diagnóstico mais específico da criptosporidiose em humanos e animais, identificar a 
espécie do parasita que está na origem das infecções diagnosticadas, e detectar a 
variação genética inter e intra-específica, em amostras de diferentes origens (Jex t al., 
2008; Smith, 2008). Para ultrapassar as limitações de sensibilidade e especificidade 
apresentadas pelas técnicas anteriormente referidas, vários autores têm descrito técnicas 
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de amplificação de DNA por PCR. Para além de ser uma técnica rápida, altamente 
sensível e precisa, a PCR permite a fácil interpretação dos resultados e o processamento 
de um elevado número de amostras em simultâneo (Fayer et al., 2000). Esta 
metodologia, que tem por base a amplificação específica de um ou mais loci genómicos 
a partir de pequenas quantidades de DNA (Mullis et al., 1986), tem contribuído para 
uma melhor compreensão da taxonomia, biologia, epidemiologia, ecologia e genética 
das várias espécies de Cryptosporidium. O melhor e maior conhecimento nestas áreas 
tem viabilizado o planeamento de estratégias de prevenção adequadas, a vigilância e o 
controlo da infecção em humanos e animais (Sulaiman et l., 1999; Fayer et al., 2000; 
Jiang & Xiao, 2003).  
Vários protocolos de PCR dirigidos a diferentes regiõ s alvo do genoma de 
Cryptosporidium já se encontram descritos, embora apresentem sensibilidades e 
especificidades distintas, o que nalguns casos, pode originar resultados falsos negativos 
ou falsos positivos. Estes últimos podem resultar da detecção de ácidos nucleicos 
inespecíficos, de microrganismos não viáveis, ou de contaminações cruzadas no 
laboratório. A contaminação ambiental pode conduzir à inibição da reacção de 
amplificação e a dificuldades de quantificação do DNA (Sulaiman et al., 1999; Toze, 
1999; Jiang & Xiao, 2003). A baixa especificidade apresentada por alguns destes 
protocolos é justificada pelo facto de serem utilizados oligonucleótidos iniciadores 
(“primers”) dirigidos a zonas do genoma extremamente conservadas entre os eucariotas, 
resultando na amplificação de DNA de outros microrganismos, principalmente, os que 
pertencem ao género Eimeria (Sulaiman et al., 1999). 
A sensibilidade da reacção de PCR para amplificação do DNA de 
Cryptosporidium spp. depende de diversos factores, como sejam, o número de cópias da 
região do genoma a amplificar e a presença de integrantes fecais inibidores da reacção. 
A presença de partículas orgânicas e inorgânicas, bactérias, leveduras e algas pode 
interferir com a detecção e identificação de oocists em amostras ambientais. Além 
disso, sais biliares, bilirrubina, metabolitos de fármacos, DNA de outros 
microrganismos e complexos de polissacarídeos que seque trem o principal responsável 
pela eficiência da enzima Taq DNA polimerase, o ião magnésio, ou que mimetizem o 
comportamento do DNA, reduzem a eficiência e a sensibilidade da reacção de PCR 
(Carraway et al., 1996; Carey et al., 2004; Smith, 2008). Neste sentido, reveste-se de 
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máxima importância que os métodos de extracção de DNA sejam eficazes na remoção 
dos inibidores referidos e que sejam antecedidos pela capaz destruição da robusta 
parede dos oocistos. Esta dupla membrana é altamente resistente à disrupção mecânica e 
química, e a sua lise incompleta pode comprometer toda a produtividade do processo de 
amplificação de DNA (Harris & Petry, 1999; Sunnotel et al., 2006; Fayer, 2008). 
A técnica de PCR permite a identificação do género C yptosporidium, mas 
quando associada a outros métodos de biologia molecular, omo o RFLP ou a RAPD, 
produz informações importantes sobre a variação genética dentro deste género, ou seja, 
a identificação da espécie e/ou genótipo do parasit (Morgan et al., 1995; Carraway et 
al., 1996). Todavia, estes e outros métodos descritos na literatura foram desenvolvidos 
com base em sequências da espécie mais conhecida, C. parvum, permitindo a 
amplificação de algumas espécies, nomeadamente, a anteriormente referida e C. 
hominis. Este aspecto, associado à imensa variabilidade genética apresentada pelos 
parasitas do género Cryptosporidium e à possibilidade de outras espécies causarem 
infecção humana, como por exemplo C. meleagridis e C. felis, faz com que a sua 
aplicabilidade ao diagnóstico da criptosporidiose humana seja limitada, pois não 
amplifica estas outras espécies (Fayer et al., 2000; Jiang & Xiao, 2003). 
A aceitação e aproveitamento do imenso potencial da técnica de PCR como 
ferramenta de diagnóstico da criptosporidiose ainda tem que superar algumas 
interferências, para que seja possível adoptar e padronizar métodos de referência, bem 
definidos e adequados à sua utilização de rotina em todos os laboratórios. 
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1.7. TRATAMENTO DA CRIPTOSPORIDIOSE HUMANA  
Actualmente, não existe terapêutica eficaz para o ttamento da criptosporidiose. 
Raramente é necessária a instituição de terapêutica nos imunocompetentes que se 
encontrem a recuperar de uma criptosporidiose, excepto em situações mais agudas, nas 
quais a administração de fármacos antidiarreicos, juntamente com a terapêutica de 
reidratação, para equilibrar os níveis de fluidos e de lectrólitos, são suficientes (Benson 
et al., 2004). No entanto, podem ocorrer complicações graves em imunocomprometidos 
com infecção por Cryptosporidium. Nos doentes com neoplasias ou que foram sujeitos a 
transplante de órgãos, a interrupção da terapêutica imunossupressora conduz à 
reconstituição do sistema imunitário e, consequentemente, à resolução da infecção 
(Current & Garcia, 1991). Nos doentes com sida, o objectivo principal é baixar a 
virémia, aumentar a contagem de linfócitos T CD4+ e equilibrar a resposta imunitária. 
Com o advento da terapêutica antirretrovírica (TARV) de combinação conseguiu-se, 
inclusive, reduzir a quantidade de oocistos excretados, pelo que a incidência dos casos 
de criptosporidiose assim como de outras patologias oportunistas nos doentes infectados 
por VIH diminuiu drasticamente (Foudraine et al., 1998; Benson et al., 2004). A 
melhoria da qualidade de vida destes doentes é essencial, pelo que o tratamento 
sintomático com fármacos antidiarreicos permite diminuir a frequência e o volume das 
dejecções. Nas situações de diarreia crónica, torna-se, inda, necessário repor a perda de 
líquidos e electrólitos, por intermédio da administração oral ou intravenosa de soluções 
contendo glucose, potássio, bicarbonato de sódio, magnésio e fósforo (Chen et al., 
2002; Ramirez et al., 2004; Benson et al., 2004). 
Nos últimos anos, têm sido efectuados diversos ensaios, com mais de 150 
fármacos, sem que a sua eficácia contra os parasitas do género Cryptosporidium tivesse 
sido comprovada, apesar de muitos deles terem apresentado acção contra outros 
coccídeos. Contudo, observou-se eficácia de alguns destes fármacos ao nível da 
melhoria dos sintomas e na quantidade de oocistos excretados (Armson et al., 2003; 
Ramirez et al., 2004; Benson et al., 2004). 
Um dos primeiros fármacos a demonstrar alguma actividade terapêutica contra 
Cryptosporidium, foi a paramomicina, um antibacteriano que também exibe actividade 
significativa contra outros organismos (Tzipori & Ward, 2002). Estudos efectuados no 
modelo animal mostraram que este fármaco foi eficaz no tratamento da 
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criptosporidiose, quando administrado em doses elevadas. Contudo, estudos efectuados 
em infectados por VIH mostraram que o fármaco possuía eficácia relativamente 
reduzida. Para além disso, comparativamente com os doentes que receberam placebo, 
ambos os grupos mostraram sinais semelhantes no nível da melhoria de sintomas 
(Hewitt et al., 2000; Armson et al., 2003; Benson et al., 2004). Outros estudos mostram, 
ainda, que a administração conjunta da paramomicina com outros antibióticos (como 
azitromicina) ou com antirretrovíricos (inibidores da protease), parece apresentar uma 
maior eficácia do que o tratamento com o fármaco sozinh  (Smith et al., 1998; Hommer 
et al., 2003). 
O ácido aurintricarboxílico é uma das moléculas que tem sido testada 
experimentalmente em murganhos, nos quais a infecciosidade e a viabilidade de C. 
parvum diminuíram de forma distinta, sem efeitos negativos n s animais (Klein et al., 
2008).  
A curcumina é um composto polifenólico natural extraído de plantas, que tem 
apresentado resultados promissores ao nível da inibição da infecciosidade/invasão das 
células hospedeiras pelos esporozoítos e do desenvolvimento de C. parvum in vitro 
(Shahiduzzaman et al., 2009a). 
Shahiduzzaman et al. (2009b) mostraram que a miltefosina, uma molécula anti-
leishmania, conduziu a 78-98% de inibição no desenvolvimento de C. parvum in vitro, 
indiciando que este composto poderá constituir um potencial fármaco a utilizar aquando 
da infecção por este parasita. 
Actualmente, o único fármaco aprovado pela FDA (do inglês “Food and Drug 
Administration”) dos EUA para o tratamento da criptosporidiose em adultos e crianças, 
é a nitazoxanida. Contudo, a sua eficácia e segurança não estão completamente 
esclarecidas nos imunocomprometidos (White, 2003; Fox & Saravolatz, 2005). Este 
fármaco possui largo espectro de acção, e mostrou se  eficaz no tratamento de infecções 
por helmintas, bactérias e outros protozoários como Entamoeba hystolitica, Giardia 
duodenalis e Isospora belli. As propriedades anti-protozoário da nitazoxanida 
conduziram à realização de ensaios clínicos para a testar no contexto da 
criptosporidiose, tendo-se obtido resultados muito satisfatórios (Armson et al., 2003; 
Benson et al., 2004). Em 2006, foi publicado um estudo feito nos EUA, em doentes 
com sida e criptosporidiose, destinado a avaliar a eficácia da nitazoxanida no contexto 
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desta coinfecção. Verificou-se que 59% (209/357) dos entes apresentaram melhoria 
dos sintomas gastrintestinais (diminuição de diarrei s aquosas, vómitos e dores 
abdominais), do estado de saúde geral e diminuição da excreção de oocistos, pelo que se 
concluiu que este fármaco poderá constituir uma terpêutica útil no contexto desta 
coinfecção (Rossignol, 2006). 
Em 2010, foi documentado um estudo, realizado in vitro, que compara a eficácia 
entre a nitazoxanida e derivados tiadiazólicos contra C. parvum, tendo-se verificado que 
a actividade inibitória destes novos compostos no desenvolvimento do parasita parece 
ser bastante promissora (Gargala et l., 2010). 
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1.8. PREVENÇÃO E CONTROLO DA CRIPTOSPORIDIOSE  
As medidas preventivas constituem, de longe, a abord gem mais eficaz para 
controlar a criptosporidiose. A infecção por Cryptosporidium tem início após a ingestão 
dos oocistos, pelo que as medidas para prevenir e limitar a propagação da 
criptosporidiose deverão estar direccionadas para a redução ou eliminação de oocistos 
no ambiente, assim como para evitar a sua dispersão, de modo a restringir o seu 
contacto com o hospedeiro. Todavia, este é um objectivo difícil de concretizar, não só 
devido ao facto de se tratar de um parasita ubiquitário, como também pela sua elevada 
resistência ao stress ambiental e à maioria dos desinfectantes e anti-sépticos 
habitualmente utilizados. Actualmente, não existem fár acos com eficácia ao nível da 
profilaxia ou tratamento da criptosporidiose, que possam prevenir ou eliminar a 
produção de oocistos pelos hospedeiros infectados. Ne te sentido, a higiene do 
hospedeiro assim como os processos de desinfecção eficient s permanecem como as 
ferramentas mais eficazes para travar a propagação da d ença (Fayer, 2008).  
A principal fonte de criptosporidiose humana é a contaminação das fontes de 
abastecimento de água, pelo que a implementação de me idas que visem diminuir a 
propagação de oocistos de Cryptosporidium no ambiente é fundamental. Desde que 
foram documentados os primeiros surtos de criptosporidiose na rede pública de 
abastecimento de água (D'Antonio et al., 1985), e devido ao consumo de água potável 
contaminada (Mac Kenzie t al., 1994), abriu-se caminho para o aperfeiçoamento das 
técnicas de tratamento daquela que é considerada uma das principais vias de 
transmissão deste parasita, a água. Os métodos químicos e físicos utilizados no 
tratamento da água de consumo público incluem a floculação, a coagulação, a 
sedimentação, a filtração e a cloração, mas não se têm mostrado completamente eficazes 
na remoção ou inactivação dos oocistos de Cryptosporidium (Rose et al., 2002). Os 
oocistos apresentam dimensão (4−8 µm) inferior à do tamanho dos orifícios dos filtros 
convencionais em cerca de um terço, o que dificulta a sua remoção física da água (estes 
filtros já são eficazes na remoção de quistos de Giardia das águas). Por outro lado, a 
relativa ineficácia dos desinfectantes convencionais vulgarmente utilizados no 
tratamento das águas de abastecimento e de recreio, com  o cloro ou a monocloramina, 
mesmo em elevadas concentrações e após exposições prolongadas, têm conduzido à 
procura de alternativas eficazes (Korich et al., 1990). A amónia, o dióxido de cloro e o 
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óxido de etileno são os compostos que perspectivaram resultados mais promissores, 
contudo, a toxicidade por eles apresentada tem constituído um entrave à sua utilização 
(Korich et al., 1990; Jenkins et al., 1998). Ultimamente, a desinfecção com ozono ou 
irradiação com luz ultravioleta (UV) têm sido alvo de extensa investigação, com 
resultados bastante promissores. Segundo diversos aut res, o ozono possui um extremo 
potencial de oxidação ao nível da parede do oocisto e do DNA, e a luz UV tem a 
capacidade de inactivar os oocistos de Cryptosporidium devido ao efeito biocida no 
DNA genómico, o que resulta em falência do parasita par  se reproduzir e estabelecer a 
infecção no hospedeiro (Huffman et al., 2000; Corona-Vasquez et al., 2002; Betancourt 
& Rose, 2004). 
A temperatura é outro dos factores que maior influêcia exerce na sobrevivência 
dos oocistos. Estes possuem capacidade de sobreviver m água, incluindo a água do 
mar, a temperaturas entre 4ºC e 22ºC (Pokorny et al., 2002). O aumento da temperatura 
acelera a degradação dos oocistos e diminui a sua viabilidade e, sob temperaturas 
extremas, pode ocorrer desnaturação das numerosas proteínas que constituem a parede, 
assim como exposição dos esporozoítos a condições prejudiciais à sua sobrevivência, 
traduzindo-se na diminuição da capacidade infectante dos oocistos (Fayer t al., 1996). 
A congelação rápida inactiva os oocistos, em comparação com a congelação lenta, que é 
a condição tipicamente encontrada no ambiente natural. Neste sentido, Robertson et al. 
(1992) mostraram que quando congelados a −22ºC, 10% dos oocistos permanece viável 
por um período de seis dias; contudo, uma congelação rápida a −70ºC é letal para todos 
os oocistos. Diversos estudos têm sido feitos neste contexto, nomeadamente o estudo 
feito por Fayer & Nerad (1996), no qual os autores mostraram que os oocistos 
armazenados a 5ºC e a −10ºC mantêm a sua capacidade infectante até sete dias, e 
quando congelados a −15ºC e a −20ºC, esta capacidade é reduzida para 24 e cinco 
horas, respectivamente. Estes dados demonstram a capacid de de resistência dos 
oocistos de Cryptosporidium às baixas temperaturas, com a consequente possibilidade 
de se manterem viáveis, entre −15ºC e −20ºC.  
A dessecação é uma das formas de inactivação dos ooci tos, à qual estes 
apresentam elevada susceptibilidade. Quando colocados numa lâmina, e após duas 
horas de exposição ao ar, à temperatura ambiente, Robertson et al. (1992) verificaram 
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que apenas 3% dos oocistos permaneceram viáveis e, após quatro horas, a dessecação 
foi letal para 100% dos oocistos. 
Diversos estudos têm mostrado que a presença dos oocistos de Cryptosporidium 
não segue o mesmo padrão em diferentes tipos de solos. Olson et al. (1999) observaram 
a inactivação mais rápida dos oocistos em solos secos (naturais) do que em solos 
húmidos. Verificaram, igualmente, que a aplicação de adubo (que contém 
microrganismos naturais que podem degradar o parasita) permite reduzir a 
contaminação dos solos sujeitos ao escoamento agrícola. Outros estudos (Dai & Boll, 
2003) sugerem que a interacção entre os oocistos e as partículas do solo é devida à 
presença de forças electrostáticas derivadas do escamento dos solos por águas, 
rejeitando a hipótese de que os oocistos aderem às partículas de um solo natural. Neste 
sentido, os autores sugerem que as práticas de agricultura se devam concentrar na 
redução do escoamento superficial dos solos, de forma a não arrastar oocistos que 
possam contaminar locais adjacentes.  
Particularmente importantes são as explorações pecuárias, nas quais a redução 
da densidade de animais num mesmo espaço, o isolamento dos animais doentes, a 
limitação do acesso dos animais a zonas próximas de cursos de água, a separação dos 
animais jovens dos adultos, o tratamento do estrume dos animais antes da sua utilização 
como fertilizante dos solos (estrume contaminado é um potencial contaminante dos 
solos), e as boas práticas higio-sanitárias, constituem medidas fundamentais para se 
conseguir reduzir o ciclo de transmissão da infecção entre ambiente – animais – 
humanos (Ramirez et al., 2004).  
Os imunocomprometidos constituem um dos grupos particularmente 
susceptíveis à infecção por Cryptosporidium e, como tal, devem adoptar cuidados 
especiais para prevenir a ocorrência de eventuais infecções. Particularmente, devem 
evitar contacto com animais com diarreia, com cães ou gatos com menos de seis meses 
de idade e com animais vadios. É ainda fundamental que o animal seja examinado pelo 
veterinário antes de ocorrer contacto com este grupo de pessoas (Juranek, 1995).  
De entre algumas das medidas recomendadas, com o objectivo de prevenir e 
controlar a criptosporidiose, podem-se destacar as seguintes (Carey et al., 2004; Centers 
for Disease Control and Prevention, 2010): 
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a) Boas práticas de higiene: lavar as mãos com água e sabão antes de preparar e 
de ingerir os alimentos, após ir à casa de banho, após mudar fraldas a crianças, antes e 
depois de tratar de alguém que esteja com diarreia, após mexer em animais ou no 
respectivo material fecal; evitar ingerir alimentos crus ou mal lavados, particularmente 
em países onde o tratamento da água é duvidoso; 
b) Nos infantários: para reduzir o risco de transmis ão da doença, as crianças 
com diarreia não devem frequentar o infantário nem ter contacto com as outras crianças, 
até que a diarreia cesse; 
c) Nos locais de actividades recreativas (piscinas, lagos, oceanos): em caso de 
diarreia provocada por Cryptosporidium, evitar nadar até duas semanas após a paragem 
da diarreia; caso existam crianças/bebés, devem ir à casa de banho com frequência e 
fazer mudança da fralda; 
d) Nas explorações pecuárias: evitar o contacto comas fezes de ruminantes 
domésticos, particularmente vitelos e cordeiros (anim is jovens); usar luvas aquando da 
limpeza das explorações; 
e) Em situação de diarreia (particularmente se a causa é desconhecida), evitar 
práticas sexuais que envolvam o contacto fecal-oral. 
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1.9. RESPOSTA IMUNE À INFECÇÃO POR CRYPTOSPORIDIUM 
A infecção por Cryptosporidium é autolimitada no hospedeiro 
imunocompetente, podendo tornar-se bastante grave em hospedeiros muito jovens ou 
imunocomprometidos, tais como os infectados por VIH, causando diarreia crónica e 
potencialmente fatal (Okhuysen t al., 1998; Nichols, 2008). O padrão de infecção por 
Cryptosporidium resulta de uma sequência equilibrada de eventos enre a imunidade do 
hospedeiro e as características do parasita, tais como o genótipo, o tamanho do inóculo 
e a viabilidade/infecciosidade dos oocistos (Fayer et al., 2000). Uma vez que ainda não 
se encontra disponível nenhuma terapêutica específica com actividade anti-
Cryptosporidium, o estudo da resposta imune a este parasita permitirá aprofundar o 
conhecimento dos mecanismos de defesa do hospedeiro, conduzindo a uma melhor 
selecção de potenciais alvos terapêuticos. Poucos estudos têm sido feitos visando a 
abordagem da resposta imune no Homem. Alguns estudos centraram a sua atenção na 
resposta humoral, outros têm-se debruçado sobre a imunidade celular e humoral. De um 
modo geral, destes estudos sobressaem a importância do interferão-gama ou IFN-γ (do 
inglês “interferon-gamma”) no controlo de infecção por C. parvum, e o papel relevante 
dos linfócitos T CD4+ na resposta imune ao parasita, apesar de permanecerem por 
esclarecer os mecanismos pelos quais estes elementos imunes actuam no contexto da 
infecção por Cryptosporidium. Em resumo, várias têm sido as tentativas para 
compreender a resposta imune à infecção por Cryptosporidium, mas permanece ainda 
muito por esclarecer neste campo (Theodos, 1998; Riggs, 2002; Borad & Ward, 2010; 
Petry et al., 2010). 
Uma das grandes dificuldades que se têm levantado n abordagem da resposta 
imune a Cryptosporidium é a falta de estudos em modelos animais imunocompetentes. 
A maior parte da investigação centra-se em animais recém-nascidos ou 
imunocomprometidos, com depleção de células B ou T funcionais, ou com mutações ao 
nível do complexo major de histocompatibilidade ou MHC (do inglês “major 
histocompatibility complex”), dos receptores alfa-beta das células T ou αβ-TCR (do 
inglês “alpha-beta-T-cell receptor”) e do IFN-γ (McDonald et al., 1992; Aguirre et al., 
1994; McDonald & Bancroft, 1994; McDonald, 2000). Neste sentido, é importante 
estudar o que ocorre nos modelos animais imunocompetentes, uma vez que a infecção 
por Cryptosporidium também tem lugar em indivíduos imunocompetentes, podendo 




compreender-se melhor, nestes indivíduos, de que forma o sistema imune consegue 
ultrapassar a infecção. 
Ao responder às agressões externas, distinguindo eficazmente o que é estranho 
ao organismo, o sistema imune desenvolve-se segundo dois tipos de respostas inter-
relacionadas e funcionalmente definidas: a resposta imunológica inata ou natural, com 
uma resposta inespecífica, e a resposta imunológica adaptativa ou adquirida, com uma 
especificidade restrita. No contexto da infecção por Cryptosporidium, ambas as 
respostas desempenham um importante papel, quer ao nível da protecção quer da 
limitação do número de parasitas (McDonald & Bancroft, 1994; Leitch & He, 2012). 
 
 
1.9.1. RESPOSTA IMUNE INATA : INFECÇÃO POR CRYPTOSPORIDIUM 
A imunidade inata depende de um número limitado de rec ptores e proteínas 
secretadas, que reconhecem as características comuns dos agentes patogénicos, 
funcionando como um sensor precoce da infecção e contribuindo para a indução da 
resposta imune adaptativa (Murphy, 2012). No contexto da infecção por 
Cryptosporidium, a resposta inata envolve as células do epitélio intestinal ou IECs (do 
inglês “intestinal epitelial cells”), os linfócitos NK, as células dendríticas ou DCs (do 
inglês “dendritic cells”), os macrófagos, os receptores “toll-like” ou TLR (do inglês 
“toll-like receptor”) e a produção de IFN-γ e de óxido nítrico ou NO (do inglês “nitric 
oxide”), bem como de péptidos antimicrobianos, prostaglandinas, citocinas e 
quimiocinas (McDonald, 2008; Leitch & He, 2012). 
As IECs são as primeiras células a serem invadidas aquando da infecção por 
Cryptosporidium, actuando como sentinelas (McDonald, 2008). A exprssão de 
receptores de reconhecimento de padrões moleculares associados a patogénios ou 
PAMPs (do inglês “pathogen-associated molecular patterns”), como os TLR e os 
receptores intracelulares “Nod-like” ou NLRs (do inglês “intracellular Nod-like 
receptors“), para identificação dos parasitas, assim como a expressão de moléculas do 
MHC I e II, necessárias para o processamento e apresentação dos antigénios, atribui a 
estas células um papel fundamental no desencadear da resposta imune ao nível da 
mucosa (Tessema et al., 2009; Barakat et al., 2009a; Petry et al., 2010). Alguns 
péptidos antimicrobianos, da classe das β-defensinas, com capacidade de destruir os 




parasitas por disrupção das suas membranas celulares, são também produzidos pelas 
IECs (Bowdish et al., 2006). Tarver et al. (1998) observaram a expressão elevada destes 
péptidos no intestino de vitelos infectados por Cryptosporidium, o que é sugestivo da 
contribuição destas moléculas na defesa do hospedeiro. As IECs são também fonte de 
citocinas imunoreguladoras, como a interleucina (IL)-18 ou IL-18 (indutora da 
produção de IFN-γ), reguladas ao nível do íleo em resposta à infecção (McDonald et al., 
2006; Tessema et al., 2009).  
As DCs são células apresentadoras de antigénios ou APCs (do inglês “antigen-
presenting cells”) por excelência, sendo activadoras de linfócitos, que por sua vez 
orquestram a resposta imune adaptativa por intermédio de um conjunto de citocinas. 
Pouco se sabe acerca do papel das células dendríticas na resposta imune à infecção por 
Cryptosporidium, existindo apenas dois estudos feitos neste context . O primeiro destes 
estudos mostrou que os antigénios de C. parvum presentes nas DCs ao nível dos 
gânglios linfáticos mesentéricos podem induzir uma resposta imune específica, 
envolvida na eliminação do parasita, não tendo sido, contudo, investigado o grau de 
activação das DCs (Ponnuraj & Hayward, 2001). Num segundo estudo, Auray et al. 
(2007) analisaram a contribuição das IECs no recrutamento das DCs no contexto da 
infecção por C. parvum, assumindo que as DCs estão envolvidas na resolução da 
infecção. As IECs representam uma barreira mecânica aquando da invasão por 
patogénios intestinais, mas também fornecem sinais às células adjacentes na mucosa, 
que incluem a produção de quimiocinas, como a CCL2, do inglês [“chemokine (C-C 
motif) ligand 2”] e CCL7, envolvidas no recrutamento e activação das células do 
sistema imunitário. No contexto desta infecção, os autores identificaram em IECs a 
produção de uma ampla gama de quimiocinas capazes de atrair DCs. 
A produção de NO pelos macrófagos e neutrófilos parece ter um papel protector 
contra a invasão de microrganismos, uma vez que o NO é tóxico para parasitas, fungos 
e bactérias (Nathan & Shiloh, 2000). Diversos estudos evidenciaram a produção 
aumentada de NO ao nível do epitélio intestinal, pela acção da sintetase do óxido nítrico 
ou iNOS (do inglês “inducible nitric oxide synthase”), no contexto da infecção por 
Cryptosporidium. Adicionalmente, sabe-se que a ausência ou inibição da iNOS produz 
agravamento da infecção epitelial e a libertação de oocistos e, ainda, que o stress 
oxidativo provocado pela administração de antioxidantes parece ser um factor que inibe 




a infecção por Cryptosporidium (Leitch & He, 1999; Huang & Yang, 2002; Gookin et 
al., 2006). 
Finalmente, o IFN-γ é uma citocina pro-inflamatória, produzida 
fundamentalmente pelos linfócitos T auxiliares (do inglês “T helper”) 1 ou Th1 e pelas 
células NK, após estimulação com IL-12, IL-18 e factor de necrose tumoral-alfa ou 
TNF-α (do inglês “tumor necrosis factor alfa”). A produção deste mediador é 
negativamente regulada por citocinas como a IL-4 ou a IL-10. Estudos efectuados em 
modelos animais recém-nascidos e imunocomprometidos (sem células T ou sem células 
T e B), infectados por Cryptosporidium, e com funcionamento normal das células NK, 
mostraram que o IFN-γ desempenha um papel importante tanto na imunidade inata
como na imunidade adaptativa, fundamental para controlar a reprodução do parasita. 
Estes autores sugerem, ainda, que a resistência à infecção por Cryptosporidium é 
dependente da produção de IFN-γ (Chen et al., 1993; McDonald & Bancroft, 1994; 
Tessema et al., 2009; Barakat et al., 2009b). A actividade protectora do IFN-γ no 
contexto da infecção por C. parvum também tem sido associada com a produção de 
quimiocinas pelas IECs, que recrutam linfócitos T CD4+ e macrófagos para os locais da 
infecção, promovendo a eliminação do parasita (Lacroix-Lamande et al., 2002). 
Adicionalmente, o IFN-γ também tem mostrado um efeito directo no crescimento do 
parasita, limitando-o, ao induzir nos enterócitos re istência à infecção por C. parvum 
(Pollok et al., 2001). 
 
 
1.9.2. RESPOSTA IMUNE ADAPTATIVA : INFECÇÃO POR CRYPTOSPORIDIUM 
A resposta imune adaptativa caracteriza-se, pela cap cidade de gerar um vasto 
repertório de receptores de antigénios [receptor da célula B ou BCR (do inglês “B-cell 
receptor”) e TCR]. A especificidade destes receptors vai mediar respostas humorais e 
celulares direccionadas, as quais potenciam a resposta imune com mecanismos mais 
efectivos que os inatos para a eliminação do parasit  (McDonald, 2008; Murphy, 2012). 
Adicionalmente, a resposta imune adaptativa possui sobre a resposta inata, a vantagem 
de ter memória imunológica, permitindo a pronta reactiv ção das células T e B em 
situações de reinfecção (Kalia et al., 2006). 




Um dos pilares da resposta adaptativa são os linfócitos T CD4+. Quando 
interagem com o respectivo antigénio que lhes é apresentado por células apresentadoras 
de antigénios, tais como células dendríticas e macróf gos, as células T CD4+ são 
activadas, diferenciando-se em distintas subpopulações de linfócitos T auxiliares [Th1, 
Th2, Th17, Th22, T reguladores (reg),…], capazes de orquestrar a resposta adaptativa. 
A natureza da resposta imune adaptativa é maioritaramente determinada pelo 
balanço entre os linfócitos Th1 e Th2, que ajudam outras células a desempenharem as 
suas funções, nomeadamente os linfócitos B a produzir anticorpos (Ig) e os macrófagos 
nas suas actividades microbicidas (McDonald, 2008; Melinceanu et al., 2009). Os 
linfócitos Th1 estão envolvidos na resposta imunológica adaptativa (celular), 
principalmente através da produção de IFN-γ, TNF-α, IL-2 e IL-12, e são 
particularmente efectivos na resposta contra infecçõ s intracelulares. Os linfócitos Th2 
estão fortemente envolvidos no desenrolar da resposta humoral, sobretudo no que se 
refere à resposta contra helmintas e alérgenos, através da produção de IL-4, IL-5, IL-10 
e IL-13 (McDonald, 2008; Melinceanu et al., 2009; Leitch & He, 2012).  
A importância das células T e da imunidade mediada por células, no contexto da 
infecção por Cryptosporidium, foi demonstrada pela primeira vez em murganhos com
depleção destas células. Nos murganhos com sistema imunitário completo, a infecção 
aguda foi seguida da rápida eliminação do parasita, enquanto nos murganhos sem 
células T, a infecção crónica presente foi, por vezes, fatal (Heine et al., 1984). Outros 
estudos têm sido feitos em diferentes modelos animais, principalmente murganhos 
imunocomprometidos, assim como em humanos (Theodos, 1998; McDonald, 2000; 
Riggs, 2002; Gomez Morales & Pozio, 2002; Gomez Morales et al., 2004; Ehigiator et 
al., 2007). Num estudo efectuado em voluntários humanos dultos imunocompetentes, 
experimentalmente infectados por Cryptosporidium, foi possível estabelecer uma 
correlação significativa entre a produção de IFN-γ ao nível da mucosa intestinal, a 
presença de anticorpos anti-Cryptosporidium pré-existentes, e a redução da excreção de 
oocistos. Neste trabalho, partindo do pressuposto de que a exposição prévia ao parasita 
leva ao desenvolvimento de memória imunológica, os autores consideram a produção 
de IFN-γ como parte desta mesma memória imunológica, e relacion m este mediador 
com a diminuição da susceptibilidade à infecção. Em resumo, os autores concluem que, 




em indivíduos pré-sensibilizados, a interrupção do desenvolvimento do parasita 
acontece por mecanismos ligados ao INF-γ (White et al., 2000).  
Os infectados por VIH ou com outros deficits ao nível do sistema imunitário 
(com alterações hematológicas, transplantados ou após quimioterapia) apresentam 
maior susceptibilidade à infecção por Cryptosporidium e à resolução da mesma, estando 
a capacidade de controlar a infecção directamente relacionada com a contagem dos 
linfócitos T CD4+ (Pozio et al., 1997; Schmidt et al., 2001). Quando estas células 
apresentam níveis inferiores a 50 células/mm3, a probabilidade de ocorrer doença 
fulminante é bastante elevada; enquanto que, com valores de linfócitos T CD4+ 
superiores a 180 células/mm3, a doença é autolimitada, sendo a diarreia aquosa pr fusa, 
de duração inferior a dois meses, a manifestação mais evidente, seguida de completa 
remissão dos sintomas e interrupção da excreção de oocistos (Flanigan et al., 1992; 
Blanshard et al., 1992; Colford et al., 1996). Recentemente, Preidis et al. (2007) 
verificaram que ambos os grupos de células T CD4+ e T CD8+ do sangue periférico de 
seropositivos para VIH, produziam IFN-γ em quantidade significativamente superior à 
produzida pelas mesmas células dos seronegativos para VIH, após estimulação ex vivo 
com antigénio recombinante gp15 de C. hominis. Deste modo, enquanto a importância 
das células T CD4+ é conhecida, nomeadamente ao nível da protecção contra a 
criptosporidiose (Enriquez & Sterling, 1993; Aguirre et al., 1994), a função das células 
T CD8+ na protecção ou eliminação da infecção por Cryptosporidium ainda não se 
encontra totalmente esclarecida (Aguirre et al., 1994; Preidis et al., 2007). Um estudo 
anterior sugere que as células T CD8+, apesar de estarem envolvidas no 
desenvolvimento de imunidade adaptativa, possuem um papel secundário em 
comparação com o das células CD4+. Os autores sugerem que a função das células T 
CD8+ contribui positivamente para a recuperação da infecção, apesar de não ser tão 
efectiva como a acção das células T CD4+ (McDonald & Bancroft, 1994). Por outro 
lado, Aguirre et al. (1994) verificaram que, modelos animais sem células T CD8+ 
apresentaram um grau de infecção baixo, similar ao ostentado pelo grupo controlo 
imunocompetente, pondo em causa a importância da função dos linfócitos T CD8+ neste 
contexto.  
Mais recentemente, outras populações de células T CD4+ têm sido descritas 
(Th17, Th22, Treg), e alguns estudos têm vindo a demonstrar, por exemplo, a acção 




preventiva das células Treg no que se refere aos danos provocados no hospedeiro por 
microrganismos estranhos e pela própria resposta imune contra estes (Maloy & Powrie, 
2001; Belkaid & Tarbell, 2009). Contudo, os dados exist ntes não são, ainda, 
suficientes para clarificar a importância e o envolvimento destas células no contexto da 
infecção por Cryptosporidium (Petry et al., 2010). 
 
 
1.9.3. CITOCINAS E CONTROLO DA INFECÇÃO POR CRYPTOSPORIDIUM 
As citocinas são proteínas extremamente relevantes na modulação da resposta 
imune inata e adaptativa. Embora os estudos efectuados em modelos animais 
estabeleçam que o IFN-γ é a citocina pro-inflamatória com papel primordial na 
regulação de ambos os tipos de resposta à infecção por Cryptosporidium, o seu 
mecanismo de actuação no contexto da infecção humana não está totalmente 
compreendido (Theodos, 1998; Lean et al., 2002; Riggs, 2002; Petry et al., 2010). Esta 
citocina actua de forma orquestrada com outras citocinas, com síntese estimulada por 
IL-12 (produzida pelas células dendríticas e pelos macrófagos) e por TNF-α (produzido 
pelas células T), e negativamente regulada por IL-10 (produzida pelas células Treg) 
(Urban et al., 1996; Lean et al., 2006; Tessema et al., 2009; Murphy, 2012). Apesar de 
não existirem estudos que demostrem qual a acção concreta da IL-10 no contexto da 
infecção por Cryptosporidium, Villegas et al. (2000) demostraram que esta citocina está 
implicada na regulação negativa da expressão de moléculas envolvidas na 
imunopatologia da infecção por Toxoplasma gondii. 
A IL-2 é uma citocina que está envolvida na proliferação das células T e na 
activação das células NK. Gomez Morales et al. (1999) demostraram que as células 
mononucleares do sangue periférico ou PBMC (do inglês “peripheral blood 
mononuclear cell”) de indivíduos infectados por C. parvum e as células do baço de 
murganhos infectados por C. muris, produziam elevadas quantidades de IL-2 assim 
como de IFN-γ, após estimulação com antigénio dos oocistos. Contud , noutros estudos 
verificou-se que o tratamento com anticorpos neutralizantes anti-IL-2 não surtiu efeito 
na susceptibilidade dos murganhos à infecção (Enriquez & Sterling, 1993), nem na 
reprodução do parasita (McDonald & Bancroft, 1994). Aparentemente, apesar de existir 




elevada produção de IL-2 no contexto da infecção, esta citocina não parece estar 
directamente relacionada com o controlo da infecção ou com a reprodução do parasita. 
Tal como o papel da resposta Th2 é menos claro que o da resposta Th1, também 
os estudos relativos ao envolvimento da IL-4 (Th2) na resposta imunitária têm sugerido 
conclusões contrárias, principalmente aqueles que foram efectuados no contexto da 
infecção por Cryptosporidium. Do mesmo modo, a origem e o mecanismo de acção 
desta citocina permanecem pouco claros. Contudo, alguma investigação efectuada no 
contexto desta infecção, sugere que a IL-4 poderá estar nvolvida na produção de IgG1 
e IgE, na indução de moléculas do MHC II e na própria resposta Th1 (Enriquez & 
Sterling, 1993; McDonald et al., 2004). Ainda no estudo efectuado por Enriquez & 
Sterling (1993), no qual se comparou pela primeira vez qual das duas citocinas, IL-4 ou 
IL-5, predominaria no controlo da infecção por C yptosporidium, verificou-se que a 
segunda havia sido mais efectiva a este nível. Apesar do envolvimento da IL-5 para a 
produção de eosinófilos, não foram feitos estudos adicionais para esclarecer a sua 
função no contexto da infecção por Cryptosporidium. 
A função da citocina IL-13 sobrepõe-se com a da IL-4 (Wynn, 2003), no 
entanto, estudos in vitro sugerem que esta citocina não tem a capacidade de inibir a 
acção do IFN-γ no contexto da infecção por C yptosporidium, como acontece com a IL-
4. Esta citocina mostrou, ainda, capacidade para actuar de modo sinérgico com 
reduzidas concentrações de IFN-γ ao nível da inactivação do parasita (Lean et al., 
2003). Mais uma vez, não são conhecidos estudos in vivo que permitam esclarecer a 
importância desta citocina reguladora aquando da infecção por este parasita. 
Assim, permanece premente a necessidade de estudos adicionais, para definir 
mais concretamente qual a função e estabelecer um perfil específico destes mediadores 




1.9.4. ANTICORPOS E CONTROLO DA INFECÇÃO POR CRYPTOSPORIDIUM 
A resposta humoral caracteriza-se pela activação de linfócitos B após contacto 
com o antigénio e com células T. Decorrente desta activação, os linfócitos B entram 




num processo de proliferação e diferenciação celular, d ndo origem a plasmócitos 
(secretores de anticorpos ou Ig) e a linfócitos B de memória.  
Numa segunda exposição a um mesmo antigénio, os linfócitos B de memória 
rapidamente se diferenciam em plasmócitos secretores de anticorpos de elevada 
afinidade e especificidade. Após activação, os linfócitos B podem comutar o isotipo da 
Ig que expressam (IgM, IgD, IgG, IgA e IgE), por meio de processos de recombinação 
(deleção) de determinados segmentos de DNA ao nível da região constante das cadeias 
pesadas da Ig. Deste modo, podem-se alterar as propriedades efectoras dos anticorpos, 
mantendo a mesma especificidade para o antigénio (Murphy, 2012). 
Embora o papel essencial da resposta imune mediada por células no controlo da 
infecção por Cryptosporidium no hospedeiro imunocompetente já tenha sido 
estabelecido (Theodos, 1998; McDonald, 2000), a contribuição relativa à resposta por 
anticorpos permanece pouco clara (Okhuysen et al., 1998; Chappell et al., 1999; Borad 
& Ward, 2010). Diversos estudos têm sido feitos em modelos animais de laboratório, 
gado doméstico e humanos, para determinar qual a importância da cinética, isotipos e 
especificidade para os antigénios na resposta por anticorpos no contexto da infecção por 
Cryptosporidium (Theodos, 1998; Leitch & He, 2012). A presença de anticorpos ao 
nível do soro e da mucosa intestinal tem-se mostrado coincidente com a resolução da 
infecção e da diarreia associada, o que é sugestivo de eventual contribuição para a 
resistência ou para a diminuição da gravidade da infecção por este parasita (Moss et al., 
1998; Chappell et al., 1999; Frost et al., 2005a). 
O doseamento de anticorpos no soro, por ELISA, mostrou que a infecção por 
Cryptosporidium é acompanhada pela produção de anticorpos das classes IgM, IgG e 
IgA, que diminuem após resolução da infecção, apesar da IgG no soro poder persistir 
por vários meses (Ungar et al., 1986; Peeters et al., 1992). Contudo, num outro estudo 
feito em humanos adultos, foi encontrada IgA secretória nas amostras fecais, mas não se 
detectaram IgG nem IgM. A IgA secretória, produzida pelo hospedeiro como resposta a 
uma infecção, possui uma importante função protectora da mucosa, de toxinas e agentes 
patogénicos. No contexto da infecção por Cryptosporidium, verificou-se que os seus 
níveis foram superiores em indivíduos que excretavam oocistos ou com diarreia (Dann 
et al., 2000). Nos países com baixo-médio rendimento, como  Brasil, os níveis de IgG 
anti-Cryptosporidium no soro de crianças pode permanecer aumentado ao lng do 




tempo, provavelmente devido à exposição contínua à infecção (Cox et al., 2005); no 
entanto, foi descrita a diminuição dos níveis de IgA e de IgM em situações de diarreia 
persistente, em crianças no Bangladesh (Khan et l., 2004).  
A susceptibilidade aumentada à infecção, em pessoas com imunodeficiências 
primárias por deficit de anticorpos, tais como hipogamaglobulinémias, síndrome hiper-
IgM e deficiência de IgA, não lhes permite debelar a infecção (Lasser et al., 1979; 
Wolska-Kusnierz et al., 2007). Verificou-se que os infectados por VIH e com 
criptosporidiose crónica, apresentavam elevados títulos de IgA secretória, que no 
entanto, não seriam suficientes para controlar a infecção por Cryptosporidium, 
sugestivo da necessidade de outros mecanismos de defesa adicionais (Cozon et al., 
1994).  
A função protectora dos anticorpos continua a gerar opiniões contrárias. O 
estudo realizado por Frost e al. (2005b) sugere que a forte resposta serológica a um 
grupo de antigénios específicos (27-kDa) estaria associada com a redução do risco de 
diarreia sem perda de peso, num grupo de indivíduos infectados por VIH. Ainda no 
contexto da resposta serológica específica, Priest et al. (2006) efectuaram um estudo 
longitudinal em crianças peruanas com criptosporidise, no qual descreveram que a 
resposta humoral aos antigénios 17/27-kDa foi superior nas crianças mais velhas, 
sugerindo haver uma relação com o número de infecções prévias. 
A utilização de anticorpos recombinantes acoplados a moléculas associadas à 
imunidade inata tem vindo a ser testada recentement, m modelos animais, como 
agentes terapêuticos, tendo-se observado uma forte redução no iniciar da infecção por 
Cryptosporidium (Imboden et al., 2010). 
Dado que a resposta mediada por anticorpos sugere, por vezes, poder representar 
um mecanismo potencialmente significativo na resolução da infecção e da resistência ao 
parasita, ou somente, revelar-se como um marcador temporário da resposta à infecção 
(Riggs, 2002), são necessários mais estudos que demonstrem inequivocamente qual o 
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Infecção por Cryptosporidium parvum: resposta 
imunológica e tecnologia de anticorpos monoclonais 










A criptosporidiose é uma importante patologia do ponto de vista da saúde 
humana e animal, e o seu agente etiológico, Cryptosporidium, tem-se afirmado ao longo 
dos anos como a principal causa mundial de enterite, autolimitada nos 
imunocompetentes mas que pode ser fatal em imunocomprometidos. Vários estudos 
salientam a importância das células Treg na regulação da resposta imunitária e inibição 
da imunopatologia desencadeada por este parasita. Ou ros estudos, demonstram que as 
células Th1 e Th2 também podem regular a resposta imune pela produçã de 
imunoglobulinas e citocinas específicas. Contudo, a resposta imune a C. parvum ainda 
não está totalmente compreendida, pelo que se tornaessencial a sua caracterização, a 
qual poderá contribuir para esclarecer a participação de cada tipo de célula na resposta 
imunológica e obter novos dados que permitam o desenvolvimento de estratégias 
terapêuticas e vacinais. Adicionalmente, o elevado custo dos actuais métodos de 
diagnóstico da infecção por Cryptosporidium, salientam a importância do 
desenvolvimento de novas abordagens. 
Neste contexto, o presente trabalho teve como objectivos gerais: caracterizar e 
compreender a resposta imunitária humoral e celular de longo-termo à infecção por C.
parvum, no modelo animal imunocompetente, e em paralelo, aplicar a tecnologia de 
anticorpos monoclonais ao diagnóstico da infecção por C. parvum. 
Foi dada particular atenção à caracterização das linhagens celulares envolvidas 
na dinâmica imunológica da criptosporidiose, através das seguintes abordagens 
específicas: 
 
I) Caracterização das populações de células do sangue periférico e baço, e 
esclarecimento sobre a participação de cada tipo celular na resposta imunológica, por 
citometria de fluxo com painel específico de anticorpos monoclonais; 
 
II) Estudo imunológico dos perfis de mediadores imunes, citocinas e 





III) Selecção de hibridomas em culturas celulares, por fusão de células de 
mieloma com esplenócitos obtidos de murganhos previamente imunizados com C. 
parvum, para produção de anticorpos com especificidade para antigénios de oocistos do 
parasita; 
 
IV) Aplicação dos anticorpos obtidos ao diagnóstico em amostras de doentes 
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Conclusões gerais e perspectivas futuras 
Cryptosporidium tem-se afirmado ao longo dos anos como uma importante 
causa mundial de patologia diarreica em humanos e animais. A diarreia é autolimitada 
em imunocompetentes, podendo no entanto, ser fatal nos imunocomprometidos, nos 
quais a diarreia prolongada pode estar associada à infecção persistente das células do 
epitélio intestinal. O facto de se tratar de um parasita ubiquitário, com elevada 
resistência ao stress ambiental e à maioria dos desinfectantes e anti-sépticos 
habitualmente utilizados, tornam o seu estudo numa prioridade para a comunidade 
científica internacional.  
Diversas técnicas de diagnóstico têm sido implementadas, mas nenhuma delas é 
cem por cento exacta. O elevado custo destas técnicas torna proibitivas determinadas 
abordagens, pelo que as medidas preventivas constituem, de longe, a estratégia mais 
eficaz para controlar a criptosporidiose. 
Actualmente, não existem intervenções terapêuticas específicas disponíveis, 
particularmente nas situações de infecção nos imunocomprometidos, pelo que se torna 
impreterível a compreensão da resposta imune ao parasita. Um pouco por todo o 
mundo, os diversos estudos desenvolvidos têm-se focado essencialmente, em aumentar 
o conhecimento acerca dos mecanismos de resposta imunitária que protegem o 
hospedeiro vertebrado contra estes microrganismos oportunistas, permitindo 
desenvolver estratégias de imunoterapia para control  da criptosporidiose. Neste 
contexto, este estudo tem como objectivo caracterizar e compreender a resposta 
imunitária humoral e celular de longo-termo, à infecção por Cryptosporidium parvum 
no modelo animal imunocompetente, em paralelo com a aplicação da tecnologia de 
anticorpos monoclonais ao diagnóstico desta infecção. 
Com o objectivo de estudar a resposta imunológica de cada tipo celular 
envolvido, foram analisadas e caracterizadas, as populações e subpopulações do sangue 
periférico e do baço de murganhos oralmente inoculados com oocistos de C. parvum. A 
confirmação de infecção foi feita por técnicas parasitológicas, para detecção da presença 
de oocistos nas amostras fecais; por técnicas molecular s, para a detecção de DNA 
genómico do parasita; por técnicas histológicas, para  detecção de alterações 
Conclusões gerais e perspectivas futuras 
164 
 
morfológicas ao nível do intestino e baço; e por técnicas imunológicas, para a detecção 
de oocistos nas amostras fecais e ao nível do intestino. A caracterização das populações 
de células e das linhagens celulares envolvidas foi efectuada por citometria de fluxo, 
não tendo sido detectadas diferenças estatisticamente significativas entre os murganhos 
infectados e os controlos. Observou-se apenas uma resposta inflamatória subsequente à 
inoculação primária e reinfecção, com aumento do número de neutrófilos e eosinófilos 
circulantes, e a sua posterior diminuição para valores semelhantes aos apresentados 
pelos murganhos do grupo controlo. Tais variações são sugeridas como sendo o perfil 
exibido por estas populações de células no contexto de infecção por C. parvum, no 
organismo imunocompetente, particularmente os eosinófilos, cujo aumento tem sido 
identificado como uma característica da infecção noutros parasitas como Toxoplasma 
gondii e Plasmodium sp. Ao nível do baço, o aumento observado nos linfóc tos T CD4+ 
e CD8+, uma semana após a infecção e a reinfecção, seguida de diminuição, foi 
relacionado com o estabelecer da resposta adaptativa, da qual depende a protecção do 
organismo hospedeiro contra o parasita. Estudos recent s têm mostrado que uma das 
populações de linfócitos T CD4+ mais importantes, as células Treg, possui uma acção 
preventiva no que se refere aos danos provocados no hospedeiro por microrganismos 
estranhos e pela própria resposta imune contra estes. Ap sar dos dados existentes não 
serem, ainda, suficientes para clarificar a importância e o envolvimento destas células 
no contexto da infecção por Cryptosporidium, observou-se, neste estudo, o seu aumento 
progressivo ao longo da infecção, com valores duas vezes superiores aos apresentados 
pelo grupo controlo, sugerindo-se que este aumento possa estar relacionado com a acção 
acima atribuída a estas células. Verificou-se, ainda, uma elevada variabilidade após a 
reinfecção, provavelmente relacionada com a idade dos murganhos associada à 
maturação do seu sistema imunitário. Para este objectivo do trabalho, os dados obtidos 
revestem-se de extrema importância, uma vez que constituem a primeira informação 
acerca do perfil da resposta mediada por células no co texto da infecção por C. parvum 
no hospedeiro imunocompetente, devendo ser considerados como ponto de partida para 
investigação futura. 
Com o objectivo de perceber como é que um organismo imunocompetente 
responde à infecção e reinfecção por C. parvum, ao nível dos mediadores imunes, 
utilizou-se a tecnologia xMAP Luminex para o seu doseamento no soro e para a 
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determinação do perfil de resposta apresentado pelas citocinas e imunoglobulinas, em 
murganhos oralmente inoculados com oocistos do parasit . Após confirmação da 
infecção, efectuou-se o estudo dos mediadores imunes em plataforma Luminex, 
utilizando para o efeito, uma única amostra de pequeno volume de soro, por murganho. 
Observou-se uma resposta inicial que foi, maioritariamente Th1, com particular aumento 
da secreção de TNF-α e IFN-γ, nos murganhos infectados quando em comparação com 
os grupos controlo. Assumiu-se esta variação como ua tentativa do sistema imunitário 
dos murganhos em debelar a infecção, tendo em contaque estudos anteriores mostraram 
que as citocinas secretadas pelas células Th1 podem ser particularmente efectivas na 
protecção em situações de infecções intracelulares, como é o caso da infecção por C. 
parvum. Na fase de reinfecção, observou-se secreção de citocinas pelas células Th2, 
como IL-4, IL-5 e IL-10, assim como diminuição na secreção de citocinas Th1, 
principalmente as acima referidas. Este delicado balanço entre ambas as respostas, Th1 
para controlar o crescimento do parasita, e Th2 para limitar a patologia, está de acordo 
com o descrito em estudos anteriores, referentes a outros parasitas intracelulares. Ao 
nível das imunoglobulinas, verificou-se que a IgG1 foi o isotipo que predominou ao 
longo de toda a infecção e reinfecção, tendo-se obsrvado um pico de IgG2a após a 
reinfecção, seguido de diminuição. Sugere-se que esta variação possa estar relacionada 
com a função da IgG1 e da IgG2a, ao nível da opsonização dos agentes patogénicos e ao 
nível da sua neutralização, respectivamente. A detecção e percepção das variações, 
algumas delas bastante subtis, apresentadas por tods os mediadores imunes aqui 
estudados, foram conseguidas devido ao aproveitameno das vantagens inerentes à 
plataforma Luminex, principalmente relacionadas com a possibilidade de quantificar 
uma série de analitos a partir de reduzidos volumes de amostra. Este trabalho, pioneiro 
na sua abordagem, contribuiu assim, para incrementar o conhecimento no contexto da 
resposta imune à infecção por C. parvum no hospedeiro imunocompetente. 
Apesar dos diversos estudos no âmbito do diagnóstico da criptosporidiose, o 
preço dos “kits” e dos materiais necessários à realização de determinadas técnicas, pode 
inviabilizar a utilização das mesmas. Neste sentido, urge a necessidade de desenvolver 
novas técnicas, mais rápidas de executar e menos onerosas, pelo que o terceiro grande 
objectivo deste trabalho residiu na produção de anticorpos monoclonais pela tecnologia 
de hibridomas, utilizando os esplenócitos de murganhos imunizados com extracto de 




oocistos de C. parvum, como ferramenta de diagnóstico para a detecção deste parasita 
em amostras humanas e de animais. Seleccionaram-se os quatro sobrenadantes dos 
hibridomas que apresentavam melhor capacidade de detectar oocistos puros de C. 
parvum, que na fase seguinte foram testados em amostras fec i  de humanos e animais, 
tendo sido também estudada a possibilidade de reacção ruzada com Giardia 
duodenalis. Apurou-se que dois destes sobrenadantes, 4.1D5 e 7.1D5, foram os mais 
específicos na detecção de oocistos de C. parvum, para além de terem apresentado 
melhor valor de reliabilidade, respectivamente 80,8% e 76,9%, relativamente à 
coloração de Ziehl-Neelsen. Além disso, a reliabilidade do “kit” comercial utilizado 
(76,9%) relativamente a Ziehl-Neelsen foi inferior à reliabilidade do sobrenadante 
4.1D5 em relação à técnica de coloração. Tal, sugere que este sobrenadante seja o mais 
promissor em estudos futuros relativos à sua utilidade para o diagnóstico da infecção 
por C. parvum, uma vez que detectou maior número de amostras que ão positivas por 
Ziehl-Neelsen do que o anticorpo monoclonal do “kit” comercial. Com este trabalho 
conseguiu-se estabelecer um ponto de partida para a p odução de anticorpos in-house, 
de forma menos dispendiosa, destinados a serem imediatamente aplicados ao 
diagnóstico, particularmente no contexto dos países em desenvolvimento. 
No futuro, pretende-se dar continuidade à investigação até aqui realizada, 
principalmente ao nível da caracterização dos anticorpos produzidos pelos hibridomas 
seleccionados, no que concerne à sua afinidade, espcificidade, reprodutibilidade e 
avaliação de reacções cruzadas com outros microrganismos, como sejam Eimeria sp., 
Campylobacter jejuni, Escherichia coli, Salmonella typhimurium, entre outros. Propõe-
se assim, a determinação da sequência de aminoácidos dos epítopos reconhecidos pelos 
anticorpos seleccionados, por “screening” em bibliotecas de fagos, e a identificação de 
proteínas indutoras de resposta imunitária a longo-termo, para estabelecer em definitivo 












Anexo 1- Na sequência da revisão efectuada pelos revisores da revista Acta 















































































































Legend of the attached figures: 
Flow cytometry analysis of data using different gating strategies to assess the 
populations classified within the study.  
A to D- Leucocyte populations were analyzed after gating the CD45+ events, and were 
divided according to their scatter characteristics and CD45 expression, in Lymphocytes 
(R1), Monocytes (R2), Neutrophils (R3) and Eosinophils (R4). Eosinophils were 
confirmed according to their higher auto-fluorescence level (R5). 
E to H- A CD45/SSC gate was used to isolate lymphocytes, and the expression of CD19 
characterized B cells (R6), CD49b+CD3- cells were classified as NK cells (R7), and 
finally, T cells were identified by the expression f CD3 (R8). The expression of CD4 
and CD8 was also used to divide the major T cell subsets (CD4+ T cells and CD8+ T 
cells) within the lymphocyte gate.  
I to J- TCRαβ+ T cells were also evaluated (R9), and divided in TCRαβ+ CD4+ T cells, 
TCRαβ+ CD8+ T cells, DN TCRαβ+ T cells and DP TCRαβ+ T cells, according to the 
expression of CD4 and CD8. 
K to M- For the evaluation of CD25 expression within CD3+CD4+ T cells, these cells 
were gated (R10), and CD25 expression was assessed, using the level of fluorescence in 
the FMO control tube as the cut off point to consider a positive expression. CD25 
expression was then classified as CD25+ or CD25++ (R11) according to the level of 




Anexo 2- Na sequência da revisão efectuada pelos revisores da revista Acta 
Parasitologica, foram fornecidas as seguintes imagens, para justificar os resultados 
obtidos. 
 
To complement this finding we attach the figures A, B and C, concerning to spleens of 
control mice, spleens with splenomegaly in infected mice at day 25, and spleens with 
splenomegaly in infected mice at day 28, respectively, which may eventually be 



















Legend of the attached figures: 
Histological examination of spleen sections. Light p otomicrograph of spleen sections 
from non-infected control mice (A) and C. parvum infected mouse at day 25 PI (B) and 
day 28 PI (C). (Hematoxylin-eosin stain, x200). 
A B 
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